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Zur Kenntnis der Extraktivstoffe der Muskeln. 
XXVII. Mitteilung. 


Zur Methodik der quantitativen Carnosinbestimmung. 
Von 


L. Broude. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der 1. Staatsuniversitat Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. Oktober 1927.) 


Die zurzeit angewandten Methoden der quantitativen 
Carnosinbestimmung liefern keine vdllige Garantie, daB mit 
dem Carnosin zusammen keine anderen Bestandteile mit- 
bestimmt werden. Deshalb hat Herr Prof. Dr. Wl. Gule- 
witsch mir vorgeschlagen, eine Methode der Carnosinbestim- 
mung auszuarbeiten, die auf der Uberfithrung des im Carnosin- 
molekiil vorhandenen f-Alaninrestes in Acrylsiure und der 
Bestimmung der an die Doppelbindung gebundenen Brom- 
menge beruht. 

Nj Taare 

HON oH NH aa 
, CO-CH,-CH,-NH, 
Carnosin 
N ies alee 
| + NH,-CH,-CH,-COOH , 








H 
Histidin 6-Alanin 
NH,-CH,-CH,-COOH ———2-> CH,—CH-COOH . 
‘ Acrylsiure 


Dieser Teil meiner Arbeit betrifit die Carnosinbestimmung 
in reinen wiBrigen Loésungen desselben. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXITI, 1 
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Ich gestatte mir hier Herrn Prof. Dr. Wl. Gulewitsch 
fiir die Uberlassung dieses Themas und der dazu ndtigen 
Materialien, wie auch fir die bestandige Unterstiitzung bei 
der Arbeit meinen besten Dank auszusprechen. 

Das zu dieser Untersuchung nétige Carnosin habe ich aus 
dem Hénnecke-Extrakt dargestellt.1) §-Alanin hat mir Herr 
Prof. Dr. Wl. Gulewitsch iiberlassen, und zwar ein besonders 
reines, gegen Lackmus neutrales, aus f-Jodpropionsiure syn- 
thetisiertes Praiparat; es enthielt keine Halogene und Ammo- 
niak; sein Stickstofigehalt stimmte mit dem _ theoretischen 
iiberein, wie aus den weiter unten angefiihrten Analysen er- 
sichtlich ist. 

Das Grundproblem war, #-Alanin quantitativ in Acryl- 
siure tiberzufiihren. Die Versuche zeigten, da’ f-Alanin beim 
Erwirmen mit Schwefelsiiure oder Natronlauge?) nicht (merkbar' 
verindert wird. 

I. Zu 0,1073 g 6-Alanin wurden 150 cem Schwefelsiure 1:2H,0 
(vol.) zugesetzt und 50 cem abdestilliert. Zum Neutralisieren des Destil- 
lates wurden 0,06 ccm n/10-Natronlange verbraucht (Indicator Phenol- 
phthalein). 

II. 0,0941 g §-Alanin wurden in 80 ccm 11,3°/,iger Natronlauge 
gelést. 300 cem der Fliissigkeit (das Volumen der zu destillierenden 
Fliissigkeit wurde durch Zutropfen von Wasser konstant gehalten) wurden 
in eine Vorlage mit 20,1 cem n/10-Schwefelsiure abdestilliert. Bei der 
Titrierung des Destillats wurden 19,8 ccm n/10-Natronlauge verbraucht 
(Indicator Methylorange). 

Ks wird auch keine Ammoniakabspaltung bei der Re- 
duktion von f-Alanin mit Aluminium und Natronlauge beob- 
achtet. 

Ill. Zu einer Lésung von 0,0848 g 6-Alanin in 35 cem Wasser (im 
Kjeldahl-Apparate) wurden 4 g Aluminiumblech (kleinzerschnitten) 
und 25 cem 42°/,iger Natronlauge zugesetzt. Die Vorlage enthielt 


26,3 eem n/10-Schwefelsiure. Das Gemisch wurde im Wasserbade bei 
50° 21/, Stunden bis zum Auflésen des Aluminiums erwiirmt und dann 





') Diese Zs. Bd. 158, S. 22 (1926). 

2) E. Abderhalden u. A. Fodor {Diese Zs. Bd. 85, S. 119 (1913)] 
haben bei der Einwirkung verdiinnter Natronlauge auf §-Alanin Ammoniak- 
abspaltung beobachtet. 








Zur Kenntnis der Extraktivstofte der Muskeln. 3 


1/, Stunde destilliert. Bei der Titrierung des Destillats wurden 26,0 ccm 
n/10-Natronlauge verbraucht (Indicator Methylorange). 

Weitere Versuche wurden angestellt, um die Bedingungen 
der Uberfithrung des §-Alanins in /-Oxysiure und dieser 
letzteren in Acrylsdure aufzukliren. 


NH,-CH,-CH,-COOH -> HO-CH,-CH,-COOH > CH,—CH-COOH. 


DaB die Hydracrylsiure beim Kochen mit Schwefelsiure 
(1:1) leicht in Acrylséure und Wasser zerfallt, hat schon 
J. Wislicenus!) angegeben. 

Bromlauge war zur Desaminierung des #-Alanins nicht 
geeignet. Der ‘im Borodinschen Apparate ausgefiihrte Ver- 
such zeigte, daB im Laufe von 6 Tagen nur 23°/, der theore- 
tischen Menge Stickstoffs entwickelt wurden. 

Was aber die Desaminierung mittels salpetriger Siure 
betrifft, so habe ich schon gezeigt’), daB Carnosin bei Gegen- 
wart von Essigsiure mit einer NH,-Gruppe, wahrscheinlich des 
8-Alaninrestes, reagiert. Die Versuche ergaben, daB auch 
freies §-Alanin nach der Methode von van Slyke seinen 
ganzen Stickstoff leicht abspaltet. 





Stickstoffmenge 
Dauer N, in ecm ail 

Gef. Ber. 
IV. 8,5 ecm p-Alaninlsg., 43.9 

0,1597 g der '/, Std. (181/,9 770 — 15,9 15,7 

Aminosiaure enth. | _— es 

VY. 8,8cem §-Alaninlsg., 40.8 

0.1504 £ der p "le 99 (20° 769) | mm) 15.4 15 7 
Aminosiure enth. ay Terese 











Zur Ubertiihrung der f-Oxysiure in Acrylsiure und zur 
Doppelbindungsbestimmung wurde eine Methode angewandt, die 
der §-Oxybuttersiiurebestimmung nach Pribram-Schmitz* 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 166, 8. 23 (1873). 
*) Diese Zs. Bd. 158, S. 25 (1926). 
3) Hoppe-Seyler-Thierfelder, Handbuch der physiologisch- und 
pathologisch-chemischen Analyse, 9. Aufl., S. 742 (1924). 
1* 
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analog war. Nur war die Konzentration der Schwefelsiure 
1:1-(vol.), anstatt 1:2 [dabei wurden die VorsichtsmaBregeln, 
auf die G. Embden}) bei der Destillation der Milchsiure hin- 
weist, vorgenommen] und die Titrierung wurde mit n/20-Thio- 
sulfatlésung anstatt n/10-Lésung ausgefiihrt. Die Benutzung 
der n/20-Thiosulfatlésung war vorteilhaft bei der kleinen Menge 
der zu bestimmenden Substanz; die Schirfe des Umschlags 
war dabei fast gar nicht vermindert. Die Konzentration der 
Schwefelsiure bei der Destillation wurde 1:1 unterhalten, da 
die Versuche mit Hydracrylsiure zeigten, da’ bei dieser Kon- 
zentration die Uberfiihrung in Acrylsiure und deren Destillieren 
weit schneller, als bei der Konzentration 1:2, vor sich geht. 
Die Hydracrylsiure wurde nach J. Wislicenus?) aus 
6-Jodpropionsiure (Kahlbaum) synthetisiert. Das hergestellte 
Natronsalz der Hydracrylsiure wurde durch fraktioniertes Umkry- 
stallisieren aus Athylalkohol gereinigt. Schmelzp. 146—147° 
(J. Wislicenus weist Schmelzp. 142—143°. Die Substanz 
vermag kein Brom zu addieren. 


VI. Zu 0,0861 g im Vakuumexsiceator iiber Schwefelsiiure bis zur 
Gewichtskonstanz getrockneten hydracrylsauren Natriums wurde ein Ge- 
misch von 15 ecem Schwefelsiure und 80 eem Wasser zugesetzt und die 
Fliissigkeit destilliert. 








Die Menge des gebundenen 
Dauer der Die Menge Broms 
Destillation | des Destillates 
in Stdn. in ecm in ccm der ay, 
ngs in °/, ber. 
n/20-Lésung 
2'/, :350 23,68 77,0 
ar! 609 27,80 90,4 
5 850 28,78 93,6 
61), 1100 29,24 95,1 








VII—XI1. Zu diesen Versuchen wurde Schwefelsiiure von einer 
Konzentration 1:1 (vol.) verwendet. 


) Diese Zs. Bd. 143, S. 301 (1925). 
*) Liebigs Ann, der Chem. Bd. 166, S. 10 (1573). 
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Das Vo- 








Die Menge ‘enenge’ Dauer d Die Me q Die Menge des 
des hydr- mine Destil- sage on gebundenen Broms 
zu dest. ania Destillates Ss eaiaees : 
acrylsauren |... , | lation in 
i Fliissigk. ' in eem ineemd.}. 9; 
Natriums . Stdn. ne | in °/, ber. 
in eem n/20-Lsg- | 
VII. 0,0712 g 46 44), 350 24,44 | 96,2 
-- 600 +0,1 — 
VIII. 0,0894 g 46 2 350 30,60 | 95,9 
700 +0,12° | 
IX. 0,0988 g 60 21), 350 _ 83,58 | 95,2 
41/, 700 +0,0 | 
X. 0,1237 g 142 ta 500; 200 cem 
des Destil- 
lates haben | 
gebunden . 16,91 95,7 
XT. 06,0930 g 140 1’, 500; 150 ecem 


des Destil- 
lates haben 
gebunden . 9,52 | 95,6 


500 :1n200 eem 
des Destil- 
lates wurde 
der Aecryl- 
siiuregehalt 
sofort be- ) 
stimmt... 16,02 | 96,8 


XII. 0,1150g¢] 140 


bo 


in 95 eem des 
Destillates 
wurde der 
Acrylsiiure- 
gehalt nach 
46 stiindig. 
Stehen  be- 
stimmt ... 7,60 | 96,6 














Daraus folgt, daB die Methode 96,0°/, der theoretischen 
Doppelbindungsmenge ermitteln lift.') Aus dem Versuche XII 


') Das Defizit der Acrylsiiure kann wahrscheinlich durch Poly- 
merisation bedingt werden. Aus den Untersuchungen von J. Wislicenus 
|Liebigs Ann. der Chem. Bd. 174, S. 297 (1874)] folgt, daB immer, wenn 
Acrylsiiure aus gesittigten Verbindungen in Gegenwart von Wasser 
entsteht, eine teilweise Umwandlung der Acrylsiure in Dihydracrylsiure 
of CH,-CH,-COOH 


und Paradipimalsiure | eintritt. 


CH, -CH,-COOH CH,» CH(OH)- COOH 
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ist es ersichtlich, da& die abdestillierte Acrylsiure im Laufe 
von 2 Tagen nicht verandert wird. 

Auch wurden Blindversuche angestellt, die die Brauch. 
barkeit der Korkpfropfen und Untauglichkeit der Gummipfropfen 
im Destillierapparate zeigten. 


@ 








| 
| 
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oe re: 80 o A 

“g|] xt | Pes] Psece 

~® = | CO wg o 2a sic 

Ye ee aQ-- Zh q oe 

De | A 22 2 | 2 m ie 
a r=] a4 —_— @® rel 
XIII. Der Apparat mit Korkpfropfen 40 a i 150 0,07 
XIV. ,, - , Gummipfropfen} 40 14). 350 0,64 


Fir die Destillationen wurde entweder der Apparat mit 
Korkpfropfen, oder der Apparat mit Glasschliffen gebraucht, 

Zur Doppelbindungsbestimmung durch die Messung der 
Brommenge, die von dem Destillat gebunden wird, ist es ndtig, 
den Uberschu8 der zur Desaminierung angewandten salpetrigen 
Saure zuerst zu zerstéren, da dieselbe durch Brom oxydiert 
wird. Weitere Versuche zeigten, daB die salpetrige Siure bei 
der Desaminierung auBer der Stickstoffabspaltung und der 
Uberfiihrung des f-Alanins in -Oxysiure noch andere Ver- 
inderungen in dem Molekiil des zu desaminierenden Stoffes 
erzeugt. AuBerdem bietet die Entfernung der salpetrigen 
Saure Schwierigkeiten, wie es aus den weiter angefiihrten 
Versuchen ersichtlich wird. Alles dies veranlaBte eine Ver- 
suchsreihe im van Slykeschen Apparate aufzustellen, um die 
Zeit, die zur vollstandigen Desaminierung des Carnosins und 
des. 8-Alanins bei verschiedenen Konzentrationen der salpe- 
trigen Siaure noétig war, zu bestimmen. LEinige von diesen 
Verguchen werden hier angefiihrt; in diesen Versuchen wurde 
die ;Luft aus dem Apparate durch Kohlendioxyd verdringt, 
nuy im Versuche XVIII wurde die Luft durch Stickoxyd 
verdringt. Bei jedem Grundversuche wurden blinde Versuche 
ausgetiihrt. 

Aus diesen Versuchen folgt, daB das Carnosin und 
6-Alanin in Beziehung der Stickstoffabspaltung sich analog 
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verhalten. Zu ihrer vélligen Desaminierung im Laufe eines 
Tages beim Vorhandensein von dem 3mal die theoretische 
Menge iiberschreitenden Natriumnitrit sollte die Konzentration 
desselben nicht minder als 0,84°/, sein. Die Verwendung der 
Schwefelsiure bei der Desaminierung erzeugte eine viel gréBere 
Stickoxydentwickhing, als die des Hisessigs. 


Die Zerstorung des Nitritiberschusses. 


Folgende Stoffe wurden in dieser Hinsicht untersucht: 
Harnstoff, Ammoniumsulfat, Ammoniumacetat, diazotierbare 
Stoffe, Schwefelwasserstoff bei Gegenwart von Essigsiure, Alumi- 
nium bei alkalischer Reaktion. AuSerdem wurde noch erprobt, cie 
salpetrige Saure in Gegenwart von Essigsiiure durch dauernden 
Luft- bzw. Wasserstofistrom bei Zimmertemperatur, oder durch 
wiederholte Vakuumverdampfung bei 37°, zu entfernen. Von 
allen diesen Mitteln war nur die Reduktion mit Aluminium 
und Alkali brauchbar. Aus zahlreichen Versuchen, die kein 
befriedigendes Resultat lieferten, werden hier ausfiihrlich als 
Beispiel nur die Versuche mit Harnstoff angefiihrt. Die Zer- 
stérung der salpetrigen Saiure mittels Harnstoffs bei Gegen- 
wart von Schwefelsiure ging viel leichter und schneller als 
bei Anwesenheit von Essigsiure vor sich. 

XXV. 1g Natriumnitrit in 2 cem Wasser, 25 ecm n/1-H,SO, 
(1,75 Aq.), 0,45 g Harnstoff (1,05 Aq.). Nach 10 Minuten zeigte Jodstirke- 
papier nur eine sehr schwache Bliuung. Nach 20 Stunden (Jodstiirke- 
papier wurde nicht mehr gebliiut) wurden nach Schwefelsiurezusatz 
150 eem der Fliissigkeit abdestilliert. Das Destillat hat nur 0,2 cem 
n/20-Bromlésung gebunden. 

Die Zerstérung der salpetrigen Siiure bei Gegenwart von 
Kssigsaure, 

XXVI. 0,5 g Natriumnitrit in 11 eem Wasser, 0,8 ccm Eisessig 
(1,9 Aq.), 0,5 g Harnstoff (2,25 Aq.). Nach Ttaigigem Stehen bei Zimmer- 
temperatur und halbstiindigem Erhitzen im siedenden Wasserbade hat 
die mit H,SO, angesiauerte Fliissigkeit Jodstirkepapier gebliiut. 

_XXVIL. 6 g Natriumnitrit in 18 ccm Wasser, 12,0 ccm Eisessig 
(2,4 Aq.), 11,0 g Harnstoff (4,2 Aq.). Nach 1stiindigem Erhitzen bei 100° 


und 17stiindigem Stehen bei Zimmertemperatur wurde Jodstiirkepapier 
nicht mehr gebliut. 
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Die theoretische Menge Harnstoff war somit zur voll- 
stindigen Zerstérung der salpetrigen Séure bei Gegenwart 
von Schwefelsiure bei Zimmertemperatur genigend. Bei 
Gegenwart von Hssigsiiure iiberschritt die erforderliche Menge 
Harnstoff 4—5 mal die theoretische Menge, es war Erwirmen 
notig und trotz alledem ging die Reaktion nur sehr langsam 
vor sich. 

In den Versuchen, die bei diesen Bedingungen mit 
3-Alanin angestellt wurden, war das Defizit sehr groB. 


XXVIII. 0,0588 g Alanin in 4 cem Wasser, 2 g NaNO, (44 Aq), 
25 cem 2n/1-Schwefelsiiure (1,75 Aq.). Nach 3'/, Stunden warden 0,8 g 
Harnstoff (0,9 Aq.) hinzugefiigt. Nach einer Viertelstunde wurde Jodstiirke- 
papier schon nicht gebliut. Am niichsten Tage wurde die Fliissigkeit 
nach Zusatz von 55 cem Schwefelsiure destilliert. 600 ecm des Destil- 
lates haben 18,17 cem n/20-Bromlésung gebunden = 68,8°/). 

XXIX. 0,0568 g Alanin in 3 cem Wasser, 0,202 g NaNO, (4,6 Aq.), 
5 cem n/1-Schwefelsiiure (8 Aq.). Nach 24 Stunden wurden 0,051 g Harn- 
stoff (0,59 Aq.) zugefiigt; nach 11/, Stunden hat die Flissigkeit kein Jod 
aus Jodstirkekleister ausgeschieden. Nach 24 Stunden wurden 30 cem 
Schwefelsiiure zugesetzt und die Fliissigkeit der Destillation unterworfen. 
350 cem des Destillates haben 14,58 ccm n/20-Bromlésung gebunden = 
57,1 %,. 


Die Carnosinversuche gaben ein etwas besseres Resultat, 
doch war das Defizit noch sehr erheblich. 


XXX. 0,1225 g Carnosin, 0,0590 g NaNO, (1,58 Aq.), 0,65 cem 
0,9379 n.-Sehwefelsiiure (0,0299 g H,SO, = 0,71 Aq.). 9 Stunden spiiter 
wurden noch 0,3 ecem derselben Séure (0,0138 g H,SO,, was im ganzen 
1,04 Aq. ausmachte) zugesetzt. Nach 231/, Stunden wurden 0,047 g Harn- 
stoff (1,45 Aq.) und 1 cem 0,9379 n.-Schwefelsiiure hinzugefiigt, bei Zimmer- 
temperatur nun 25 Stunden stehen gelassen, dann mit 22 cem Schwefel- 
siure angesduert und abdestilliert (Jodstirkepapier wurde nicht gebliut). 
350 ecm des Destillates haben 16,28 cem n/20-Bromlésung gebunden = 
75,1°/,. Dann wurde Wasser bis zur Konzentration der Schwefelsiure 
1:2 zugefiigt und 215 cem abdestilliert; das Destillat hat kein Brom 
gebunden. 

XXXI. 0,1149 g Carnosin in 2 cem Wasser, 2g NaNO, (57 Aq.); 
cem 5n/1-Sechwefelsiure (1,21 Aq.) wurden allmiihlich im Verlaufe einer 
Viertelstunde zugesetzt und das Gemisch nun 2'/, Stunden stehen ge- 
lassen. Dann wurde 1 g Harnstoff zugefiigt (1,15 Aq.). Nach 2'/, Stunden 
wurde das Jodstirkepapier nicht mehr gebliiut. Am nichsten Tage, 
nach Zusatz von Schwefelsiiure, wurde die Fliissigkeit der Destillation 


| 
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unterworfen. 350 cem des Destillates haben 14,66 ccm n/20-Bromlésung 
gebunden = 72,1°/,. 
Da der Harnstoff selbst die Ursache des Defizites mig- 
licherweise sein konnte, wurden Blindversuche mit Hydracryl- 
siure vorgenommen. 
XXXII. 0,0563 g hydracrylsaurem Natriums und 11g Harnstoff 
wurden in 23 ccm Wasser gelést und die Fliissigkeit nach Zusatz von 


Schwefelsiiure abdestilliert. 550 cem des Destillates haben 15,10 ccm 
n/20-Bromlésung gebunden = 75,1°/). 


Der Harnstoff erzeugt also wirklich ein groBes Defizit an 
Acrylsiure. Man kann vermuten, daB eine Addition des Harn- 
stoffes an Acrylsiure, oder selbst an Hydracrylsiure, eintritt. 

Der Harnstoff kann somit fiir Nitritzerstérung nicht ver- 
wendet werden. 

Ammonsulfat erzeugte kein Defizit an Acrylsiure. Doch 
gaben die Versuche, die mit Hydracrylsiiure und nachfolgender 
Zerstérung der salpetrigen Siure ausgefiihrt wurden, ein 
enormes Defizit (etwa 60°/,). 

Man kann als méglich annehmen, daf dieses Defizit auf 
der Oxydation der Acrylsiiure auf poch nicht zerstérter sal- 
petriger Saure beruht; Acrylsiure konnte in nicht unbetricht- 
lichen Mengen gebildet werden beim Kochen mit Schwefel- 
siure, die bei der Reaktion zwischen salpetriger Siiure und 
Ammonsulfat entsteht. 

Um die Schwefelsiiurebildung zu vermeiden, wurde die 
Zerstérung der salpetrigen Siure durch Ammonacetat aus- 
gefiihrt. Beim Uberschusse an Ammonacetat von 3,6—5,5 
Aquivalenten bei Gegenwart von Essigsiiure verschwand die 
Reaktion der Jodausscheidung aus Jodstiirkekleister schon nach 
halbstiindigem Kochen, doch waren die Ergebnisse der Ver- 
suche mit Hydracrylsiure und nachfolgender Zerstérung der 
salpetrigen Séure mittels Ammonacetat um ein weniges besser, 
als die mit Ammonsulfat ausgefiihrten. 

Die diazotierbaren Stoffe (Sulfanilsiure, #-Naphthyl- 
amin, Anilin, Paratoluidin) waren unanwendbar, da sie beim 
Destillieren unter Zusatz von Schwefelsiure brombindende Sub- 
stanzen lieferten. | 
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Schwefelwasserstoff bei saurer Reaktion war auch 
nicht geeignet, da die Reduktion der salpetrigen Saure auf 
Zwischenstufen (untersalpetrige Siure) stehen blieb, ohne in 
Ammoniak vdéllig umgewandelt zu werden. Bei der nach- 
folgenden Destillation (nach der Entfernung des Schwefelwasser- 
stoffiiberschusses) mit Schwefelsiure konnten im Destillate 
brombindende wie auch jodausscheidende Substanzen aufgefunden 
werden. 


Die Reduktion von salpetriger Saure durch Aluminium 
bei alkalischer Reaktion. 


XXXII. 0,1293 g NaNO, in 14,8 cem Wasser, 0,4 cem Eisessig 
(3,74 Aq.), 5cem 49,7°/,iger Natronlauge und 0,5 g Aluminiumblech 
(zerkleinert) wurden im Wasserbade bei 51—54° 3 Stunden bis zum 
Auflésen von Aluminium erwirmt, dann noch 0,5 g Aluminium hinzu- 
gefiigt und bis zum Auflésen bei 52—54° 3'/, Stunden erwiirmt. Die 
mit Schwefelsiure angesiiuerte Fliissigkeit erzeugte jetzt keine Bliuung 
des Jodstiirkekleisters. Nach Zusatz von 82 cem Schwefelsiure wurde 
die Fliissigkeit der Destillation unterworfen. 500 cem des Destillates 
haben 0,2 cem n/20-Bromlésung gebunden. 

XXXIV. 0,1293 g NaNO, in 14,8 cem Wasser, 0,4 cem Eisessig, 
5eem 49,7°/,iger Natronlauge und 0,5 g Aluminium. Die Auflésung 
des letzteren wurde bei Zimmertemperatur ausgefiihrt und brauchte 
etwa 20 Stunden. Die Fliissigkeit, mit H,SO, angesiiuert, hat kein Jod 
aus Jodstirkekleister ausgeschieden. Die Fliissigkeit wurde nach 
Schwefelsiurezusatz destilliert. 500 cem des Destillates haben 0,14 ecem 
n/20-Bromlésung gebunden. 


Aus diesen Versuchen folgt, daB fiir eine praktisch voll- 
stindige Reduktion einer etwa 0,65°/,igen Nitritlésung bei 
Zimmertemperatur eine 5Smal die Theorie iiberschreitende 
Menge Aluminium erforderlich ist, beim Erwiirmen auf etwa 
50° 2mal so viel Aluminium, was etwa 61/, Stunden braucht. 

Die weiteren Versuche wurden angestellt um aufzukliren, 
ob die Hydracrylsiure bei diesen Bedingungen auch mitreduziert 
wird und ob das entstehende Ammoniak stérend wirkt. 

XXXYV. 0,0787 g hydracrylsaurem Natriums in 9,8 ccm Wasser 
(die Luft durch Kohlendioxyd verdriingt), 4,8 ccm 2,69 °/jiger Natrium- 
nitritlésung (0,1293 g NaNO, = 2,67 Aq.), 0,4 cem KEisessig (3,6 Aq.). 
Nach 25 Stunden wurde die Fliissigkeit mit 5 cem 49,7 °/,iger Natron- 
lauge alkalisch gemacht, 0,5 g Aluminium und 15 eem Wasser hinzu- 
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gefiigt und 20 Stunden bei Zimmertemperatur bis zum Auflésen des 
Aluminiums stehen gelassen. Die mit H,SO, angesiiuerte Flissigkcit 
erzeugte keine Bliuung des Jodstiirkekleisters. Nach Zusatz von 82 ecm 
Schwefelsiure wurde dic Fliissiykeit der Destillation unterworfen. 500 cem 
des Destillates haben 26,69 ccm n/20-Bromlésung gebunden = 95,0 °/,. 

XXXVI. Der Versuch wurde bei denselben Bedingungen mit 
0,0693 g hydracrylsaurem Natrium ausgefiihrt. 500 cem des Destillates 
haben 23,75 ccm n/20-Bromlésung gebunden = 96,0 °/). 


Die Reduktion der salpetrigen Siure durch Aluminium 


und Alkali ist somit das einzige brauchbare von den gepriiften 
Verfahren. 


Die Versuche mit Carnosin lieferten bei diesen Bedingungen !) 
folgende Resultate. 


XXXVITI. 0,1365 g Carnosin in 9 ccm Wasser (die Luft durch 
Kohlendioxyd verdriingt), 4,8 eem 2,69 °/,iger Natriumnitritlésung (0,1293 g 
NaNO, = 3,1 Aq., fiir eine NH,-Gruppe berechnet), 0,4 cem Eisessig 
(3,6 Aq.). Nach 241/, Stunden wurde die Flissigkeit mit 5 cem 49,7 °/,iger 
Natronlauge alkalisch gemacht, 0,5 g Aluminium und 15 cem Wasser 
hinzugefiigt und 22 Stunden bei Zimmertemperatur bis zum Auflésen 
von Aluminium stehen gelassen. Ein Tropfen der Fliissigkeit, mit 
H,SO, angesiiuert, erzeugte keine Bliuung des Jodstirkekleisters. Am 
niichsten Tage, nach Zusatz von 82 ecm Schwefelsiure, wurde die Fiiissig- 
keit abdestilliert. 500 cem des Destillates haben 21,07 cem n/20-Brom- 
lésung gebunden = 87,3 °/,. 

XXXVIII. Der Versuch wurde bei denselben Bedingungen mit 
0,1876 g Carnosin ausgefiihrt (0,1293 g Natriumnitrit machten 3 Aq. aus). 
500 cem des Destillates haben 20,93 cem n/20-Bromlésung gebunden 
= 86,0). 

XIXXX. 0,1384 g Carnosin; die Desaminierung wurde bei den Be- 
dingungen der Versuche XXXVII und XXXVIII im Laufe von 24 Stdn. 
vyorgenommen; NaNO, — 3,05 Aq. Dann wurde die Fliissigkeit mit 
5 cem 49,7 °/,iger Natronlauge alkalisch gemacht, 0,5 g Aluminium und 
15 cem Wasser hinzugefiigt, 3 Stdn. lang bis zum Auflésen von Aluminium 
bei 48—50° erwirmt, noch 0,5 g Aluminium zugesetzt, bei 50° 5 Stunden 
erwirmt (ein Teil des Aluminiums war dabei noch nicht gelést) und 
iiber Nacht stehen gelassen; das Aluminium war vollig gelést; die Aus- 
scheidung von Jod wurde nicht mehr erhalten. Nach Zusatz von 82 ccm 
Schwefelsiiure wurde die Fliissigkeit der Destillation unterworfen. 500 ccm 
des Destillates haben 20,98 cem n/20-Bromlésung gebunden = 85,7 °/,. 


) Die ausfiihrliche Beschreibung des Verfahrens ist weiter unten, 
S. 14, angefiihrt. 
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Nach diesem Verfahren der quantitativen Carnosin- 
bestimmung wurde somit ein Defizit von 13,7°/, erhalten. In 
Anbetracht der Doppelbindungsbestimmung durch die Messung 
der gebundenen Brommenge, die 96°/, der theoretischen Doppel- 
bindungsmenge ermitteln laBt, betrigt das Defizit 9,7 °/,. 

In den Versuchen mit -Alanin bei denselben Bedingungen 
wurde ein sehr groBes Defizit erhalten. 


XL. 0,0582 g Alanin in 9,5 eem Wasser (die Luft durch CO, 
verdringt), 5,07 cem 2,69°/,iger Natriumnitritldsung (0,1365 g NaNO, 
= 8 Aq), 0,4 cem Eisessig (3,6 Aq). Nach 25 Stunden wurden 5 cem 
49,7 °/,iger Natronlauge, 0,5 g Aluminium und 15 ccm Wasser zugefiigt 
und 2 Tage bei Zimmertemperatur stehen gelassen. Das Aluminium 
war aufgelést. Bei der Reaktion mit Jodstirkekleister war keine Bliuung 
zusehen Die Fliissigkeit wurde nach Zusatz von Schwefelsaure destilliert. 
500cem des Destillates haben 16,11 cem n/20-Bromlésung gebunden = 61,6 °/,. 

XLI. 0.0791 g Alanin in 10 cem Wasser, 1 g NaNO, (16,3 Aq.), 
2 ccm Kisessig (2,3 Aq.). Nach 27 Stunden wurden 25 eem 42 ‘/,iger 
Natronlauge, 3g Aluminium und 20 ecm Wasser hinzugefiigt und bis 
zum Auflésen des Aluminiums 17 Stunden bei Zimmertemperatur stehen 
gelassen; dann wurde noch 1 g Aluminium zugesetzt und das Gemisch 
im Wasserbade bei 45—55° 5 Stunden und bei 70° */, Stunde bis zum 
Auflésen des Aluminiums erwirmt. Ein Tropfen der Fliissigkeit, mit 
H,SO, angesiuert, erzeugte keine Jodausscheidung aus dem Jodstiirke- 
kleister. Am nichsten Tage wurden 105 cem Schwefelsiure zugesetzt 
und die Fliissigkeit der Destillation unterworfen. 500 cem des Destillates 
haben 19,37 cem n/20-Bromlésung gebunden = 54,5 °/,. 

Aus dem Versuche XL ist es ersichtlich, daB bei 
f-Alanin ein erheblich gréBeres Defizit als beim Carnosin er- 
halten wird; dieses war schon in den Versuchen XX VIII-XXXI 
zu bemerken. Wie es aus dem Versuche XLI folgt, wird 
das Defizit mit steigender Nitritkonzentration gréBer. Dasselbe 
war auch in Carnosinversuchen zu beobachten: bei NaNO,- 
Konzentration von 8,3—12,1 °/, und beim Uberschusse an 
NaNO,, der 28—38 mal die theoretisch erforderliche Menge 
iiberschritt, war die Ausbeute an Acrylsiure bloB 73—75°). 
Doch wird auch mit Carnosin groBes Defizit erhalten, wenn 
man bei der Desaminierung Schwefelsiure anstatt Essigsiure 
anwendet, wie es z. B. folgender Versuch zeigt. 


XLII. 0,1384 g Carnosin in 9,2 cem Wasser (die Luft durch CO, 
verdriingt), 4,8 cem 2,69 °/siger NaNO,-Lésung (3,05 Aq.), 1,0 ecm 
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13,24 °/,iger Schwefelsiiure (1,08 Aq.). Nach 25 Stunden wurden 5 ccm 
49,7 °/, iger Natronlauge, 0,5 g Aluminium und 15 cem Wasser hinzu- 
gefiigt und bis zum Auflésen des Aluminiums 20 Stunden bei Zimmer- 
temperatur stehen gelassen. Die Fliissigkeit erzeugte keine Bliuung des 
Jodstarkekleisters. Nach Zusatz von Schwefelsiure wurde die Fliissig- 
keit destilliert. 500 cem des Destillates haben 12,42 cem n/20-Brom- 
lésung gebunden = 50,6 °/,. 


Aber auch bei Desaminierung in Gegenwart von Schwefel- 
siure war das Defizit viel kleiner, wenn die Schwefelsdure nach und 
nach zugesetzt wurde und ihre Menge die theoretisch erforderliche 
nicht iiberschritt (Versuch XXX), oder wenn die Schwefelsiure- 
menge die theoretische etwas iiberschritt, aber die Zeit der 
Desaminierung verhaltnismiBig gering war (Versuch XXXJ),' 


Die Beschreibung des Verfahrens. 


0,1—0,14 g Carnosin wurden in einem Kjeldahl-Kolben 
in Wasser gelést. Der Kolben war mit einem 2mal durch- 
bohrten Korkpfropfen versehen; durch eine Bohrung war ein 
kleiner Scheidetrichter, dessen Ende fast bis zum Boden reichte. 
eingesetzt, durch die andere ein ableitendes Rohr, das mittels 
Gummischlatch mit einem Quecksilberverschlu8 verbunden war. 
Die Lésung wurde mit 0,4 com Eisessig (Kahlbaum), der von 
den brombindenden Substanzen frei war, angesiiuert. Nachdem 
die Luft aus dem Kolben durch Kohlendioxyd (durch den 
Scheidetrichter eingeleitet) verdringt war, wurde soviel 2,69 °/, iger 
Natriumnitritlésung zugesetzt, daB der Uberschu8 an Natrium- 
nitrit 3—4 mal die theoretisch erforderliche Menge iiberschritt; 


* 


/ 


dann wurde Wasser bis zum Gesamtvolumen 15 ccm zugefiigt; 





') Bei der Desaminierung des Carnosins in Gegenwart von Schwefel- 
siiure kann die im Carnosinmolekiil in der Peptidbindung enthaltene 
Carboxylgruppe des §-Alaninrestes infolge der Hydrolyse frei werden 
und ,;dem freien #-Alanin iihnliche Resultate bedingen. Das bei der 
Carnosin- und §-Alaninbestimmung erhaltene Defizit kann méglicher- 
weise durch nachfolgende Oxydation (salpetrige Siiure) bzw. Reduktion 
(Aluminium und Alkali) der bei der Desaminierung entstehenden un- 
gesittigten Siiure bedingt sein. Die Bildung ungesiittigter Siuren bei 
der Desaminierung der Aminosiiuren mittels salpetriger Siure hat 
O. Wallach [Liebigs Ann, der Chem. Pd. 312, 8.176 (1900); Bd. 343, 
S. 48 (1905)] beobachtet. Man kann auch eine teilweise Umlagerung 
der #-Oxysiiure in das o-Isomer als Ursache des Defizites vermuten. 
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die NaNO,-Konzentration war 0,84—0,9°/,. Die gut ver- 
mischte Fliissigkeit wurde bei Zimmertemperatur 24 Stunden 
stehen gelassen, 5 Minuten lang gut durchgeschiittelt und 5 ccm 
49,7°/,iger Natronlauge zugesetzt; die Kolbenwinde und das 
Ende des Scheidetrichters wurden mit 15 ccm Wasser ab- 
gespult und in die Fliissigkeit 0,5 g Aluminiumblech (Kahl- 
baum) (zerkleinert in Stiickchen von 1—2 mm?) zugefiigt. Die 
volistindige Auflésung des Aluminiums (es bleibt nur ein ge- 
ringer dunkelbrauner Niederschlag von Eisenhydroxyd) erfolgte 
bei Zimmertemperatur in etwa 20 Stunden. Die mit H,SO, 
angesiuerte Fliissigkeit soll keine Blauung des Jodstiarke- 
kleisters erzeugen. Wenn die Reduktion bei 50° ausgefiihrt 
wurde, fand das véllige Auflésen von Aluminium schon nach 
3 Stunden statt, wobei aber die véllige Reduktion der salpetrigen 
Siure infolge der’ zu raschen Wassserstoffentweichung noch 
nicht erreicht wurde: zur vollstindigen Reduktion waren noch 
0,25—0,5 g Aluminium ndtig. 

Nach Beendigung der Reduktion wurde die Fliissigkeit 
aus dem Kjeldahl-Kolben in einen Wiirtzschen Kolben von 
500 ceom Inhalt, der mit einem Schlangenkihler verbunden 
war, gebracht; der Kjeldahl-Kolben wurde 3—4 mal mit 
Wasser abgespiilt, wozu 40 ccm Wasser verbraucht wurden. 
Dann wurde ein kleiner Loffel Talkum zugesetzt und die 
Fliissigkeit unter Kiihlung mit einem Gemisch von 4 ccm 
Schwefelsiure und 4 ccm Wasser angesiuert; nach einigen 
Minuten wurde so viel Schwefelsiure (etwa 78 ccm) zugesetzt, 
daB die Konzentration derselben in der Fliissigkeit 1:1 (vol.) 
war. Der Wiirtzsche Kolben wurde schrag auf eine Asbest- 
platte mit ausgeschnittenem runden Loch gebracht; der Rand 
der Asbestplatte soll sich unter dem Fliissigkeitsniveau be- 
finden. Das Fliissigkeitsniveau in dem Kolben wurde durch 
Zutropfen') von Wasser konstant auf einer und derselben Héhe 
unterhalten. Als Vorlage dienten 2 MeBzylinder von 50 ccm. 
Jede 50 ccm des Destillates wurden in eine Flasche oder 
Erlenmeyerkolben von 1 Liter Inhalt mit eingeschliffenem Glas- 
stépsel oder gut passendem Korkpfropfen gebracht und die 





1) G. Embden, Diese Zs. Bd. 143, 8. 301 (1925). 


orwr-ntrentenatetan. 
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vereinigten Destillate titriert. Es wurden 500 ccm abdestilliert 
und dann zur Kontrolle noch 100—150 ccm. Das Destillieren 
wurde bei starkem Erhitzen ausgefiihrt und dauerte 1 Stunde 
40 Minuten bis 2 Stunden. Gummipfropfen im Destillierapparate 
sind ungeeignet, da sie im Destillate brombindende Substanzen 
liefern. Korkpfropfen sind vollkommen brauchbar; in einigen 
Versuchen wurden auch Glasschliffe benutzt. Jede Titrierung 
wurde mit Kontrolle des Bromlésungstiters ausgefiihrt. Zur 
Kontrolle dienten 500 ccm destilliertes Wasser. In _ beide 
Flaschen bzw. Kolben wurden 20—25 ccm n/10-Bromlésung 
(2,5 com Brom + 70 g Kaliumbromid in 1 Liter der Lésung) 
und nach 10—15 Minuten 3 ccm 20°/,iger Jodkaliumlésung 
und 3 ccm 25°/,iger Schwefelsiiure zugesetzt. Das aus- 
geschiedene Jod wurde mit n/20-Thiosulfatlésung titriert. Aus 
der Menge des gebundenen Broms wurde die Carnosinmenge 
berechnet; an ein Molekil Acrylsiure, das aus einem Molekiil 
Carnosin entsteht, werden 2 Atome Brom angelagert. 

Nach diesem Verfahren wird 86,3°/, der angewandten 
Carnosinmenge ermittelt. Zur Bestimmung des wahren Carnosin- 
gehaltes ist es somit nétig, zu der aufgefundenen Carnosin- 


13,7 + 100 ‘ 
863 15,9). 

Das beschriebene Verfahren, das vorliufig auf keine hin- 
reichende Genauigkeit Anspruch erheben vermag, kann als ein 
Orientierungsverfahren dienen, das die Méglichkeit eines groben 
Fehlers infolge der Mitbestimmung verschiedener anderer Sub- 
stanzen als Carnosin beseitigt. Soviel es bis jetzt bekannt 
ist, enthailt 1m Gemische der Substanzen, die in der Carnosin- 
fraktion bei der Fallung mit Silbernitrat und Barytwasser erhalten 
werden, nur das Carnosin den #-Alaninrest in seinem Molekiil. 
Die Gefahr eines Fehlers auf Grund der Aldehyd- und Ameisen- 
siiurebildung bei der Destillation mit Schwefelsiure der e-Oxy- 
siiuren, die bei der Desaminierung aus w-Aminosiuren entstehen, 
kénnte, wie einige vorlaufige Vorversuche zeigen, durch eine vor- 
sichtige Behandlung des Destillates mit Silberoxyd, nachfolyende 
Fallung der Silberionen mit Natriumchlorid und Titrierung der 
filtrierten und angesiiuerten Fliissigkeit beseitigt werden. 


menge noch 15,9°/, zu addieren ( 




















Uber Magenlipase. 
Vergleich in verschiedenen Reinheitsgraden mit Pankreaslipase. 
(XVI. Abhandlung tiber Pankreasenzyme) 

Von 


Richard Willstitter und Eugen Bamann. 


(Mittcilung aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der 
Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Oktober 1927.) 


ryNt 


neoretischer Teil. 

Die Reinigung der Magenlipase ist trotz oder wegen ihrer 
Schwierigkeit eine besonders anziehende Aufgabe, weil die 
Merkmale des Enzyms in ungewohnlichem Mage durch seine 
Begleitstoffe gefilscht sind. Das Ziel der Untersuchung ist 
der Vergleich dieser Lipase in ihren verschiedenen Reinheits- 
graden, vom Zustand ihres physiologischen Komplexes an bis 
zu der héchsten erreichbaren enzymatischen Konzentration, 
worin sie namentlich von den ziih anhaftenden Eiweibstoffen 
vollig befreit vorliegt. Das wichtigste Merkmal fiir den Ver- 
sleich der Lipasen in rohen und reinen Zustiinden ist ihre 
KXonfigurationsspezifitat, woriiber in einer folgenden Abhand- 
lung berichtet werden soll. 

In unseren friiheren Arbeiten') wurde die Reinigung der 
castrischen Lipase so weit verfolgt, daB sich das p,,-Optimum 
hei dem Enzym des Hundemagens aus dem sauren Gebiet in 
das alkalische verschob und daB sich beim Enzym des Schweine- 


1) R. Willstadtter u. F. Memmen, IV. Abh. iiber Pankreasenzyme, 
Diese Zs. Pd. 129, S.1, und zwar 8.13 (1923); Dieselben, VII. Abh,, 
Diese Zs. Bd. 133, S. 247 (1923/24); R. Willstatter, F. Haurowitz 
u. F. Memmen, IX.,Abh., Diese Zs. Bd. 140, S. 203 (1924); F. Hauro- 
witz u. W. Petrou, XIII. Abh., Diese Zs. Bd. 144, S. 68 (1925). 
Hoppe-<eyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIII. 2 
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magens das Wirkungsverhiltnis zwischen p, = 8,6 und 4,7, 
worin anfangs der deutlichste Unterschied gegeniiber pan- 
kreatischer Lipase bestand, der p,,-Abhingigkeitskurve der Pan- 
kreaslipase anglich. Bei den ersten Schritten der Reinigung 
wurde die gastrische Lipase auch darin der pankreatischen 
ihnlich, daB sieh die anfangs fehlende Aktivierbarkeit durch 
gallensaure Salze einstellte. Der Reinheitsgrad, den wir durch 
allen mit Essigsiiure, Elektrodialyse und Voradsorption mit 
Kaolin erzielten, belief sich aufs 125fache des getrockneten 
Magens, auf etwa das 25fache der getrockneten Schleimhaut. 
In der vorliegenden Arbeit ist die enzymatische Konzentration 
aufs 3000 fache des getrockneten Magens, also das 600 fache 
der Mucosa gesteigert worden. Bei diesem Reinheitsgrad sind 
die Millonprobe und die Tryptophanreaktion (mit 0,35 bis 
),60mg Substanz) negativ geworden. Unsere Versuche sind 
mit einer demniichst im Druck erscheinenden Arbeit von 
H. Kraut und H. Rubenbauer ,,Uber Leberesterase. Ver- 
suche zu ihrer Reinigung und iiber ihre Bestiindigkeit“ gleich- 
laufend. Auch das hepatische Enzym ist von den hartniickigen 
Proteinreaktionen, Millonprobe und Biuretreaktion, frei erhalten 
worden. Solche negative Befunde, durch die wir die Protein- 
natur der untersuchten Enzyme ausschlieBen und eine erheb- 
liche Beimengung von Proteinen und ihren Abbauprodukten 
unwahrscheinlich machen, werden, wie es scheint, fiir angrei!- 
bar gehalten. Es kommt nimlich vor, da8 andere Forscher 
unsere Versuche sorgfiltig wiederholen und daB sie dabei zu 
Priparaten gelangen, die noch Begleitstoffreaktionen aufweiseu. 
Dennoch sollte gegeniiber dem Umstand, daB die angefihrten 
Methoden nicht unbedingt oder erst mit gréBerer Erfahrung 
zum Ziele fiihren, die Abtrennung der Begleitstotfe, die in 
einigen Beispielen gegliickt ist, als beweiskriftig gelten. Es 
ist mehrere Male gelungen, Saccharase, Lipasen und pan- 
kreatische Amylase von Proteinsubstanzen, soweit nachweisbar, 
zu befreien. Fiir diese Enzyme diirfen also Proteine nicht 
mehr als wesentliche Bestandteile gelten. Bei Pankreasamy- 
lase waren in unseren besten Priparaten die Millon- und Nin- 
hydrinreaktion vollig negativ. Unseren Ergebnissen halten 
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H. C. Sherman, M. L. Caldwell und M. Adams!) entgegen, 
da8 sie nach unseren und ihren eigenen Methoden zu gereinigten 
Priiparaten mit positiven Proteinreaktionen gelangten und da’ 
H. Liiers und E. Sellner?) auch an hochwertigen Priparaten 
von Malzamylase kriftige KiweiBreaktionen beobachteten. Nach 
der SchluBfolgerung von Sherman, Caldwell und Adams 
ist Pankreasamylase entweder ein Protein oder sie enthilt 
Protein als wesentlichen Bestandteil. Auf diese Untersuchung 
iber Amylase wird Herr KE. Waldschmidt-Leitz genauer 
eingehen., 

Wir stehen vor der Frage, wie rein wohl die Enzym- 
priparate sein mégen, an denen keine Begleitstoffreaktionen 
mehr wahrzunehmen sind. Bestehen sie zum groBen Teil aus 
Enzymsubstanz oder enthalten sie davon nur wenige Prozente 
oder sogar weniger als 1 Prozent? Es miiBte sich in letzterem 
Falle um sehr leicht lésliche, aber nicht dialysierbare Ver- 
bindungen handeln, um begleitende hochmolekulare Stoffe, die 
aber der Lésung keine Kolloidmerkmale geben und nicht de- 
naturierbar sind, um Verbindungen, die im allgemeinen keine 
Fallungsreaktionen geben. Man kann sich kaum vorstellen, 
daB ein hoher Bruchteil der gereinigten Knzympriparate aus 
hochmolekularen Begleitstoffen von unbekannter Art besteht, 
deren Natur fast ebenso ritselhaft wiire wie die der Enzyme. 
Ks ist wahrscheinlicher, daB die Enzympriparate, die sich der 
Bestiindigkeitsgrenze nihern, die keine Eiwei8- und keine 
anderen Gruppenreaktionen mehr geben, die aber noch nahe 
verwandte Stoffe enthalten miissen, Vorstufen und Zersetzungs- 
produkte der aktiven Substanzen, schon stark angereichert sind. 

Dies gilt auch fiir die im folgenden beschriebenen Pri- 
parate der Magenlipase und ist fiir ihren Vergleich mit Pan- 
kreaslipase zu beachten. Der getrocknete Magen, z. B. des 
Schweines, zeigt gegeniiber dem Substrat Tributyrin 2500 bis 
3000 fach geringere lipatische Wirkung als entfettete und ge- 
trocknete Pankreasdriise. Wihrend 1g getrockneter Pankreas, 
mit Tributyrin gemessen, etwa 83000 Einheiten enthilt, ist 


1) Jl. of the Amer. Chem. Soc. Bd. 48, S. 2947 (1926). 
2) Wochenschr. f. Brauerei Bd. 42, 8.97, 103, 110 (1925). 
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die Anzahl der Einheiten in 1g trocknem Magen 380, in lg 
trockner Mucosa (Cardia- und Fundusteil) etwa 150. Die 
600 fach héhere enzymatische Konzentration der gereinigten 
Magenlipase, gemessen mit Tributyrin, ist etwa gleich der- 
jenigen von roher, getrockneter Pankreasdriise. Die pankrea- 
tische Lipase aber ist in der II. Abhandlung dieser Reihe’) 
aufs 240 fache der enzymatischen Konzentration des Ausgangs- 
materials gebracht worden. Héchst unwahrscheinlich ist es, 
da8B unsere reinsten Priiparate von gastrischer Lipase in bezug 
auf ihren Gehalt an Fremdkérpern nur dem geringen und 
leicht zu steigernden lipatischen Reinheitsgrad der rohen Bauch- 
speicheldriise entsprechen. Vielmehr sprechen die angefiihrten 
Zahlen entschieden dafiir, daB die gastrische Lipase ein gegen- 
iiber denselben Substraten (Butyrin, Ol, einfache Ester) viel 
schwiacher wirksames Enzym ist als die Pankreaslipase. Unsere 
Beobachtungen lassen also nicht zu, in der (gereinigten) Magen- 
lipase ein mit der Pankreaslipase iibereinstimmendes oder ihn- 
liches Enzym anzunehmen, das noch 100 fach verdiinnter wiire 
als die Pankreaslipase, die selbst in gereinigtem Zustand gewib 
noch nicht 100°/,ig erhalten worden ist. Die beiden Lipasen 
sind also Katalysatoren, deren Wirkungsvermégen der GriBen- 
ordnung nach differiert. Gemeinsam ist ihnen die bessere 
EKignung fiir Fette als fiir Ester, sie sind eigentliche Lipasen, 
wihrend das Leberenzym hauptsachlich eine Esterase ist. Die 
Mageulipase ist, wie die nachfolgenden Zahlen ergeben, eine 
verhiiltnismibig noch schlechtere Esterase als Pankreaslipase, 
wenn es sich in diesen Fallen wirklich um je ein Enzym von 
breitem Wirkungsbereich, nicht um Gemische hydrolysierender 
Knzyme handelt. 

Um dieselben Spaltungen zu erzielen wie mit 1 cg trockner 
Pankreasdriise, sind von der trocknen Mucosa des Schweine- 
magens erforderlich: 
fiir die Spaltung von Olivenél. . . . . . 3,2¢ 


a ai ’) » aeeettyfin. .. . . » Bhe 
a ” ,  Battersiuremethylester 10,3 g. 


1) R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 
S. 132 (1922/23). 
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Die fiir die drei Hydrolysen dem Pankreasenzym aquivalenten 
Mengen verhalten sich also wie 1:2:3. Diese Werte kénnen 
aber keine Genauigkeit und strenge Giltigkeit beanspruchen. 
Sie differieren ja stark von einer Tierart zur andern und sogar 
elinigermafen von einem ‘Tier zum andern derselben Spezies. 
Die Voraussetzung fiir die quantitativen Bestimmungen und 
Vergleiche ist die Vollkommenheit des Aktivierungsausgleichs 
und diese Voraussetzung ist im allgemeinen, wie die beob- 
achteten Schwankungen der Wirkungsverhiltnisse zeigen, un- 
geniigend erfiillt. 

Die angefiihrten Verhiltniszahlen ergeben sich aus folgen- 
den nach den Bestimmungsmethoden mit den drei verschie- 
denen Substraten gefundenen enzymatischen Werten von Pan- 
kreas und Magenschleimhaut des Schweines (niimlich dem 
enzymreicheren Cardia- und Fundusteil): 


1 eg tr. Pankreas enthilt: 1 eg tr. Mucosa enthilt: 
0,83 Einh. der Olspalt.*), 0,0026 Einh. d. Olspalt.?), 
830 » 5)  Butyrinspalt. 3), 1,3 »  y, Butyrinspalt., 
0,67 ,, ,, Esterspalt.') 0,00065 ,, ,, Esterspalt.*) 


Die Wirkungsverhiiltnisse der rohen Magenlipase gegen 
die drei Substrate Tributyrin, Olivenél, Buttersiureester, in 
den festgesetzten Hinheiten (B.,-K., L.,-E., L.,’-.) gemessen, 
verhalten sich wie 1:0,002:0,0005 (gegeniiber den Wirkungen 
bei Pankreas von 1:0,001:0,0008). 

Unsere Betrachtung iiber das Verhiltnis der Magenlipase 
zur Pankreaslipase hiingt davon ab, da die enzymatische 
Konzentration annihernd so weit gesteigert worden ist, als es 


1) VIII. Abh., Diese Zs. Bd. 138, 8. 216, und zwar S. 232 (1924). 

2) VII. Abh., Diese Zs. Bd. 133, S. 247, und zwar S. 253 (1923/24). 

°) Diese Zahl ist berechnet aus folgenden Versuchen: 

a) 2000 B.,-E. vom B..-W.=30 spalteten u. d. Vers.-Bed. f. d. Buty- 
rathydr. (VI. Abh.) in 60 Min. 25°/, Methylbutyrat, entspr. also 
1 L.,’-E. 

b) 1072,5 B.,-E. vom B..-W.=36 spalteten u. d. gleich. Bed. in 60 Min. 
14,8°/, Substr., entspr. also 0,591 L.,’-E. 

ce) 1290 B.-E. vom B..-W.=34 spalteten u. d. gleich. Bed. in 60 Min. 
18,2°/, Substr., entspr. also 0,726 L.,’-E. 

1 B.,-E.=0,00050, 0,00055 u. 0,00056 L.,’-E. 
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bei den Stabilitiitsverhiiltnissen des reinen Enzyms mit unseren 
Methoden iiberhaupt méglich ist. Die besondere Aufgabe in 
diesem Fall ist die Trennung der Lipase von den mucinhaltigen 
EKiweiBstoffen, mit denen sie adsorptiv verbunden ist. Dafiir 
reichen unsere Adsorptionsmethoden nicht aus. Proteine und 
Enzym bleiben ebenso wie beim Ausfallen aus den Lésungen 
durch Ansiuern auch in den Adsorbaten und Elutionen eng 
vergesellschaftet. Das Verfahren, das uns hier zum Ziele fiihrt, 
besteht im proteolytischen Abbau der begleitenden mucinhaltigen 
KiweiBstoffe. Dadurch wird die Menge des beim Ansiuern 
entstehenden enzymhaltigen Niederschlags stark vermindert, er 
entsteht auch erst bei héherer Siurekonzentration als die 
Mucinfallung. Durch ein Verfahren der fraktionierten Adsorp- 
tion 1a8t sich dann die Reinigung zu Ende fiihren. Die dem 
Enzym noch anhaftende kleine Menge von abgebautem Protein 
wird beseitigt und die enzymatische Konzentration nochmals 
gesteigert. 

Die proteolytische Spaltung der mucinhaltigen EKiweiBstoffe 
14Bt sich gut mit Hilfe von Hefeprotease und zwar bei fast 
neutraler Reaktion (p,, = 6,8) ausfiihren, ohne daB Lipase aus 
der Hefe oder andere stérende Substanzen in die Liésung ge- 
bracht werden. Ungeeignet erscheinen fiir diesen Zweck Trypsin 
und Papain wegen ihrer Lipasegehalte, Pepsin wegen der er- 
forderlichen stark sauren Reaktion. Anwendbar, indessen weniger 
gut als die Hefeproteasen, ist auch ein schon in den Ausziigen 
aus der Magenschleimhaut enthaltenes, das Pepsin begleitendes, 
aber bei alkalischer Reaktion wirkendes proteolytisches Enzym 
oder Proteasengemisch, woriber wir in einer spateren Arbeit 
genauere Angaben mitzuteilen hoffen. Diese Selbstverdauung 
in der rohen Lésung der Magenlipase, bei p,, = 7,0, verlauft 
aber zu langsam. 

Die Methode der Reinigung durch enzymatischen Abbau 
der Begleitstoffe hat hier gréBere Bedeutung als in einigen 
friiheren Beispielen. Beim Papain lieB sich eine gewisse erste 
Reinigung der Rohprodukte dadurch erzielen'), daB durch Dige- 


1 R. Willstitter u. W.Grassmann, Diese Zs, Bd. 138, 8. 184, 
und zwar S. 211 (1924). 
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rieren unter Zusatz von etwas Blausiiure die beigemischten 
pflanzlichen KiweiBkérper teilweise abgebaut wurden. In unseren 
Versuchen iiber Invertin ist oft die Verbesserung der Adsorp- 
tionen infolge der beim Altern von Hefeautolysaten eintreten- 
den Proteolyse der HefeeiweiBstoffe ausgeniitzt worden. Die 
Polypeptidase aus Hefe bildet selbst ein Beispiel?) fiir die 
Methode. Wir gewannen sie in Form von eiweiShaltigen Lé- 
sungen durch rasche Autolyse von Hefe mit Chloroform bei 
neutraler Reaktion. Der beim Ansiiuern entstehende reichliche 
EiweiSniederschlag, der die Proteasen enthielt, verminderte 
sich beim Altern der Autolysate, also durch Proteolyse, in auf- 
fallendem MaBe, so daB die enzymatische Konzentration da- 
durch aufs 40fache stieg. 

In der Gesellschaft mit der letzten kleinen Menge von 
Proteinsubstanz zeigt die Magenlipase noch groBe Bestindig- 
keit und. gute Eluierbarkeit aus den Adsorbaten. Bei der 
Entfernung der Beimischungen, welche Eiweifreaktionen geben, 
am besten durch sogenannte Voradsorptionen, steigt der Rein- 
heitsgrad der Magenlipase vom Butyrasewert 300—450 auf 
etwa 700—900. Von da an ist die Enzymlésung merklich 
leichter zersetzlich, iihnlich wie H. Kraut und H. Ruben- 
bauer fanden, da& bei Leberesterase, sobald sie aufhérte die 
Millonreaktion zu geben, ,,der Ubergang von verhiltnismibig 
guter Bestindigkeit zu groBer Zersetzlichkeit ... schlagartig 
einsetzte.“ 

Ks kommt vor, da bei der hochwertigen Lipase der Ad- 
sorptionsvorgang auf Schwierigkeiten stéBt, nimlich die Elution 
mit niedriger Ausbeute verliauft, weil, wie Kraut und Ruben- 
bauer bei gereinigter Leberesterase annehmen, das Enzym im 
Adsorbat Zersetzung erleidet. Aber diese Erklarung geniigt 
nur einem Teile unserer quantitativen Beobachtungen. Diese 
zeigen auBerdem an, daB das an Koeluentien verarmte Enzym 
sich nicht mehr gut aus den Adsorbaten eluieren lift. Der 
Klarlegung dieser Erscheinung steht bei einer Lipase im Wege, 
daB sie zum Unterschied z.B. von Saccharase in den Adsor- 

1) R. Willstitter u. W.Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, 8.250, 
und zwar 8S. 277 (1926). 
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baten nicht sicher bestimmbar ist. Pankreaslipase ist niimlich, 
adsorbiert an Tristearin oder Cholesterin, annihernd unwirk- 
sam, liBt sich aber wieder in aktivem Zustand eluieren. Die 
Magenlipase verhilt sich anders. Ihr Wirkungsvermégen unter- 
liegt in den gepriiften Adsorbaten (Tonerde, Tristearin) einer 
verhiltnismaBig geringen Abschwiichung. Diese Abnahme der 
Aktivitat kann durch Enzymzersetzung erklirt werden. Nur 
wenn es, wie bei Pankreaslipase, geliinge, in den Elutionen 
mehr Enzym nachzuweisen als vorher in den Adsorbaten, wire 
Grund zur Annahme von Hemmung des lipatischen Wirkungs- 
vermégens gegeben. Dieser Erscheinung sind wir bei Magen- 
lipase nie begegnet. 


Experimenteller Teil. 
Reinigung der Magenlipase. 


Fiir die meisten Versuche diente die Magenschleimhaut 
des Schweines. Bei diesem Material geniigte praktisch die an 
Pankreaslipase erprobte ausgleichende Aktivierung durch Na- 
triumoleat, Calciumchlorid und Kieralbumin. Da beim Mengen- 
vergleich in verschiedenen Reinheitsgraden keine Widerspriiche 
vorkamen, ist es mit einigem Vorbehalt hinsichtlich der er- 
reichbaren Genauigkeit méglich, die durch Butyrinspaltung 
wie in Abh. IV, VII und IX gemessenen Enzymmengen in 
,Butyrase-Kinheiten“, B..-K., auszudriicken. 

Wir verarbeiteten nur die enzymreicheren Cardia- und 
Fundusteile, die, mit Aceton und Ather entfettet und getrocknet, 
in lg 100—160B.,-E. enthielten. Das Knzym wurde mit der 
50 fachen Menge von n/40-Ammoniak wihrend 30—60 Min. 
fast quantitativ ausgezogen; fraktionierte Extraktion bot keinen 
Vorteil. Der beim Ansiiuern mit Essigsiiure ausfallende mucin- 
haltige Niederschlag enthielt die Lipase 10—20 fach konzen- 
trierter als die trockne Mucosa. Den Reinheitsgrad vermochten 
wir durch Tonerdeadsorption nicht wesentlich zu steigern. In 
diesem Zustand ist die Lipase véllig bestiindig in neutraler 
oder schwach saurer Lisung. Wir fanden bei p, = 7,0 nach 

















Uber Magenlipase. 25 


20 und 32 Tagen und bei p,=6,8 nach 30 Tagen bei etwa 6° 
100°/, der urspriinglichen Mengen von z. B. 8,0 und 9,0 B.,-E. 
in 5 und 10cem. 


In den durch Auflésen der enzymhaltigen Kssigsiurefiillung 
in n/40-Ammoniak gewonnenen Lésungen erfolgt beim Stehen 
Proteolyse der mucinhaltigen EiweiBstoffe. Sie ist an der Ge- 
wichtsabnahme der beim Ansiiuern entstehenden mucinhaltigen 
EiweiBfillung erkennbar und es ist am besten, die Proteolyse 
so zu messen (Tab. 1). Sowohl bei der fiir Pepsin erforder- 
lichen sauren (p,,=3,0), wie auch bei neutraler Reaktion er- 
folgt in diesen Enzymlésungen aus Magenschleimhaut die Selbst- 
verdauung. Bemerkenswerterweise macht sie sich im titrier- 
baren Carboxylzuwachs bei p,,=2,5 fast nicht bemerkbar, bei 
Py = 8,0 etwas deutlicher (Tab. 2). Also trotz iuBerst geringen 
Carboxylzuwachses wird bei p,,=2,5 der fillbare Mucinnieder- 
schlag abgebaut. Wenn man mit Casein als Substrat das 
Pepsin und Trypsin und mit Leucylglycin das Erepsin in diesen 
Lésungen bestimmt (Tab. 2), so findet man deutlich Pepsin- 
wirkung, schwache Trypsinwirkung und betrachtliche ereptische 
Wirkung. Wir sind Herrn Dr. A. Schiffner fiir seine freund- 
liche Unterstiitzung bei diesen Analysen zu Dank verpflichtet. 


Tabelle 1. 


Gewichtsabnahme der fiillbaren Proteinsubstanzen infolge von Proteo- 


lyse in Schleimhautausziigen bei saurer und bei neutraler Reaktion (20°), 





Po = 7,0 Pu = 3,0 

Selbstverdauung; genan 

ebenso auch bei Zus. von) Selbstverdauung. 
0,1 g Pepsin (Merck) 


unter Zusatz von 
0,1g Pepsin (Merck). 
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Tabelle 2. 


Selbstverdauung und proteolytische Wirkung in der Enzymlésung aus 
Magenschleimhaut (20°). 





; Vers.- | com 0,2 n-alkoh. KOH 
Nr.{ Versuchsbeschreibung Pu | Dauer | empenas 
(Stdn.) | Anf.-Acid.| Zuwachs 

1 | 3cem Schleimhaut-Ausz. | 

+ 5ceem H,O mit HCl | 2,5 24 1,23 | 0,02 
2 |} 3ecm Lisung des Essigs. | 

Niederschl. + 5 ecm H,O | 

mitt! wt lw tl 24 125 | 0,01 
8 4} 3cem Schleimhaut-Ausz. | 

+7,5cem NH,-NH,Cl- 

Poh... sw tw ROT 0,20 | 0,08 
4 } Bed. wie 1, mit 5 ccm 

6°/,iger Caseinlésung . | 2,5 24 6,50 | 0,29 
5 }| Bed. wie 2, mit 5 ccm | 

6°/,iger Caseinlésung . | 2,5 24 648 | 0,32 
6 | Bed. wie 38, mit 5 ecm | 

6°/,iger Caseinlésung . | 8,6 18 7,62 | 0,18 
7 | Bed. wie 3, mit 5eem Leu- ; ! 

eylglycinlés. (0,188 g) . | 7,8 18 11,60 2,40 

(vollst. Hydrol.) 














Mit der Selbstverdauung der mucinhaltigen KiweiBstoffe 
verglichen wir ihre Hydrolyse durch proteolytisch wirksame 
Hefeautolysate und durch deren einzelne Komponenten, die 
Polypeptidase und Dipeptidase.’) Die Autolysate waren nach 
dem Verfahren unserer X. Abhandlung?) iiber Invertin durch 
fraktionierte Autolyse der Hefe unter Zusatz von Toluol oder 
Hssigester bei neutraler Reaktion gewonnen und kurzer Alte- 
rung, von etwa 1 Woche, unterworfen. Sie waren nach dieser 
Zeit frei von Lipase und arm an Erepsin. Der Vergleich 
(Tab. 3) ergab, daB die Selbstverdauung durch die proteolytische 
Wirkung der Hefeautolysate auf die mucinhaltigen EKiweibstoffe 


) R. Willstitter u. W.Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, S. 250 
(1926); W. Grassmann u. W. Haag, Diese Zs. Bd. 167, 8. 188 (1927); 
W.Grassmann, Diese Zs. Bd. 167, 8. 202 (1927). 

®) R. Willstitter, K. Schneider u. E. Bamann, Diese Zs. 
Bd. 147, S. 248, und zwar S. 266 (1925); ferner R. Willstitter u. 
W.Grassmann, Diese Zs. Bd. 153, 8.250, und zwar S. 278 (192%). 
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iibertroffen wird und daB dabei hauptsichlich die Polypepti- 


dase wirksam ist. 


Die homogenen Peptidasen, die Herr Dr. 


W. Grassmann so freundlich war, uns zur Verfiigung zu 
stellen, wandten wir in denselben Mengen einzeln und als Ge- 
misch an, wie sie im Hefeautolysat vorkamen. 


Tabelle 


2] 


v0. 


Abnahme der mucinhaltigen Proteinsubstanzen bei Einwirkung von 
Hefeproteasen (20°). 








° (Tage) } 


scuamemmame 
Vers.-Dauer 











iefepolypepti Gemisch von Poly 
te lyss Hefepol epti- 2 a x ; e 
Selbstver- ape dt e d vd , Hefedipeptidase] u. Dipeptidase 
dauung ( mig = age] en 1,95 Tryps.-E.) \ 
33,60 Ereps.-E /{{1,95 Tryps.-E.)(33,60 Ereps,-E.) (33°60 Ereps.-E, 
Pu = ! Pu = 4 Pr = 6 Pu = 7,5 Pa = % 
2a8 is ae = Psst it eas * Pak z 
S98 |R-S98_| 2-298) 22/228 — 8-2) e282| 2- 
2S BPs on | Cs [Soeh ESE eet ts ifee8) Se 
See \o-ieeo | 2 wee |2 mee | fc  ieee |e 
meh | | Se a > jena -— fee rite 
0,0336 | 0 | 0,0336 | 0 0,0336 | 0 | 0.0336 | O 0,0336 0 
0,0293 {13,0} 0,0266 | 20,9 | 0,0271 | 19,2] 0,0264 | 21,8 | 00241 | 28.2 
0,0232 |31,2| 0,0190 | 43,5 | 0,0182 | 45,9] 0,0210 | 37,7 | 0,0210 | 37,7 
| 
0,0228 |32,2] 0,0185 | 45,0 | 0,0185 | 45,0] 0,0210 | 37,7 | 0,0186 | 44.8 























Bei Anwendung gréBerer Mengen Hefeautolysat, 10 —20 ccm 
und mehr (anstatt 5 wie in Tab.3) auf 0,3—0,4 g Trocken- 
substanz, geht die Verdauung des fillbaren Proteins viel weiter, 
so daB am Ende beim Ansiiuern ein Niederschlag von nur noch 
3—10°/, der anfinglichen Menge entsteht. Dieses sind die 
geeigneten Bedingungen fiir den priparativen Zweck. Die Hefe- 
protease hat nur den Nachteil, verhaltnismaBig viel Fremd- 
kirper zu der Lésung der Magenlipase hinzuzubringen, gliick- 
licherweise keine fallbaren. Papain, aktiviert durch Blausiiure, 
wiire in dieser Beziehung vorteilhafter, wie aus den vergleichen- 
den Versuchen der Tab.4 hervorgeht. Aber die Menge des 
fallbaren Proteins scheint auch unter der Wirkung von ver- 
hiltnismiBig viel Papain nicht so weit abzunehmen, sondern 
sich einem Grenzwert bei ungefahr 40 °/, Verdauung zu nihern. 
Uberdies verbietet sich die Anwendung des Papains durch 
seinen Gehalt an Lipase. 
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Tabelle 4, 


Verdauung des mucinhaltigen Proteins durch Papain, verglichen 































mit Hefeprotease (pj; = 7,0; 20°). 




















salbst Mit Mit Mit Mit 
: umn. a sain |) 2Pain+ | Papain+ | 
ver lantolysat| Ps HCN HCN 
dauung mh 
(20 ecem) (2 mg) (2 mg) (40 mg) 

Sdurefiillb. Trocken- 

substanz (Los. d 

Essigsiiurenieder - \ 

schlags) ...... 0,0400 ¢ | 0,0400 g | 0,0400 g | 0,0400 g | 0,0380 ¢ 
Hinzugebr. Trocken- 

substanz ..... 0 0,4310 g | 0,0020 g | 0,0020 g | 0,0400 g 
Fillb. Trockensubst. 

nach 6Stdn.... — 0,0160 g a 0,0336 g oo 
Verte .....i44 . 60,0 °/, = 16,0°), fone 
Fallb. Trockensubst. 

nach 12 Stdn. . .] 0,0379 g —- _- _ 0,0220 ¢ 
VOormeet .ceicess 9,2 | — — a 42,0 °/, 
Fallb. Trockensubst. 

nach 24 Stdn. . .| 0,0370 g | 0,0080 g | 0,0360 g | 0,0240 ¢ ~~ 
Verdaut. .. 14% 75°), 80,0 °/, 10,0°/, | 40,0°/, — 


Nach der Einwirkung des Hefetrypsins triibt sich die 
Lésung der Magenlipase erst bei viel stiirkerem Ansiiuern als 
zuvor und bildet einen sehr feinen, schwer absitzenden Nieder- 
schlag, der nur in der Zentrifuge von hoher Tourenzahl als 
diinnes, graubraunes Hiiutchen abgetrennt werden kann. Darin 
sind 50—70°/, der Lipase in Reinheitsgraden entsprechend 
Butyrasewerten von 300—450, enthalten, wiihrend man den 
noch proteinhaltigen Lésungen durch Adsorption mit Kaolin 
oder Tonerde die Lipase nur mit B.,-W. = 40—70 entziehen 
kann. Der lipasehaltige Niederschlag gibt nun mit verdiinntem 
Ammoniak eine dunkelbraune Lésung, die noch Protein- 
reaktionen zeigt. Die weitere Reinigung gelingt am _ besten 
durch vorsichtige mehrmalige (8-—10malige) Behandlung mit 
sehr kleinen Mengen von Kaolin, dann von Tonerde C bei neu- 
traler Reaktion, darauf wieder mit kleinen Anteilen von Kaolin, 
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endlich nochmals mit Tonerde bei sehr schwach sauerer 
Reaktion. Diese fraktionierte Adsorption wird so gehandhabt, 
daB der Lipasegehalt der Lésung nur wenig abnimmt. Man 
bestimmt ihn nach Zugabe jedes einzelnen kleinen Anteils vom 
Adsorbens und Kliiren mit der Zentrifuge. Die Lésungen 
waren nach den letzten Voradsorptionen farblos und frei von 
den Trigern der Millon- und Tryptophanreaktion. Es kam 
wiederholt vor, daB das Millonreagens (mit 0,58 mg Trocken- 


-substanz in 4 ccm), wenn auch nicht mehr die typische 


Reaktion, so doch eine gelbliche ‘Triibung hervorrief. Aus 
einer solchen Lipaselésung (vom B.,-W. = 931) wurden durch 
fraktionierte Adsorption durch Tonerde C ?/, des Enzyms 
weggenommen. Dann blieb die Restlésung der Lipase (0,35 mg 
Trockensubstanz in 6,5 ccm) beim Erwarmen mit dem Millon- 
reagens vollig klar. Der Butyrasewert dieser Lipaserestlésung 
betrug 742. Bei 2tigigem Aufbewahren bei Zimmertemperatur 
trat eine Abnahme an Aktivitéit um 30,8°/, ein. 


Beispiel. 

Der mit 7,5 Liter n/40-Ammoniak gewonnene Auszug aus 
150g getrockneter und zerkleinerter Magenschleimhaut enthielt 
18360 B.,-E. mit etwa 18 g Trockengewicht. Nach dem Aus- 
fillen mit verdiinnter Essigsiure und Wiederauflésen be- 
wirkten wir den Abbau des fillbaren Proteins in 6 Tagen mit 
Hilfe von 2 Liter gealtertem Hefe—Neutral—Autolysat. Dann 
erzeugten wir durch Ansiiuern den geringen, feinen Nieder- 
schlag, der die Lipase adsorbiert hielt und fallten ihn nochmals 
aus schwach ammoniakalischer Loésung mit Essigsiiure um. 
Beim Wiederaufnehmen entstand eine ziemlich dunkle Lésung 
(110 ccm), die noch 12000 B.,-EK. enthielt. Sie wurde an- 
nihernd neutralisiert und 2mal mit je 1,1 g Kaolin und 4mal 
mit sehr kleinen Mengen der Tonerdesuspension C, behandelt. 
Nach jeder einzelnen Voradsorption trennten wir in der Zentri- 
fuge die Restlésung von Adsorbens ab, das der Loésung nur 
wenig Lipase entzogen hatte. Hierauf folgten bei ganz 
schwach sauerer Reaktion (p,, = 6,4—6,6) ebensolche Voradsorp- 
tionen mit kleinen Anteilen von Kaolin und von Tonerde. 
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Erst jetzt wurde die Lisung farblos, nur noch ein wenig grau 
opalisierend. Nach 6stiindiger Dialyse in sogenannten Fisch- 
blasen gegen destilliertes Wasser wies die Lipase, von der 
noch 133 mg enthaltend 11000 B.,-E. vorhanden waren, den 
Butyrasewert = 825 auf. 


e 


Adsorptionsverhalten der Magenlipase. 


Gegen Tonerde (C)). 
a) in rohem Zustand: 


286 EK. Lipase von B.,-W. = 20 in 150 cem, nach dem Fiilen mit 
Essigsiiure wieder gelést und neutralisiert, wurden mit 0,1 g Al,O, be- 
handelt. Die Restlésung enthielt 195 E. (B.,.-W. wieder 20). Aus dem 
Adsorbat lieBen sich mit glycerinhaltigem 2?/,basischem Ammon- 
phosphat') wihrend 20 Minuten bei 20° 46 KE. eluieren, d.i. 50°/, der 
adsorbierten Menge. 

Nach der Einwirkung der Hefeprotease und vor der Abtrennung 
des Hefeautolysates verliefen Adzorption und Elution giinstig. 

Kaolin (8°/,) adsorbierte zufolge der Analyse der Restlésung 50 bis 
80°/, der Lipase und gab an sehr verdiinntes Ammoniak 57 bis 62°/, der 
fiir das Adsorbat errechneten Menge ab. 

Tonerde (0,01 g) nahm aus der Lésung von 45 E. in 5 cem zufolge 
Bestimmung der Restlésung 52°/, auf. Daraus lieBen sich 66°/, der 
adsorbierten Menge eluieren. 

b) in gereinigtem Zustand: 

Die aus dem Hefeautolysat isolierte Lipase (45 E. in 10 cem von 
B..-W. = 300) wurde mit Tonerde versetzt und sowohl die Restlésung 
wie das abzentrifugierte Adsorbat mit Butyrin stalagmometrisch be- 
stimmt. Die Restlésung enthielt 6 E,, das Adsorbat 22,5 E.; es fehlten 
also sogleich 16,5 E.. ,,Ammonphosphat* eluierte in 30 Minuten bei 20° 
nur 7,7 E.. 

Bei reiner Lipase verlief die Elution noch viel ungiinstiger. 10cm, 
enthaltend 30,7 E. von B.,-W. = 760, wurden mit 0,05 g Al,O, behandelt. 
Die Restlésung wies 10,2 E. auf, aus dem Adsorbat konnte weder mit 
glycerinhaltigem 2?/,; basischem Phosphat noch mit primiirem Phosphat 
eine meBbare Menge Lipase eluicrt werden. 

180 E. von B..-W = 680 in 50 ecm wurden mit 0,5 g Al,O, be- 
handelt. In der Restlésung hinterblieben nur 8,2 E.. Aus Hiilften des 





1) Vel. R, Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. 
Bd. 125, 8.132 und zwar 8.170 (1922/23); E. Waldschmidt-Leitz, 
Diese Zs. Bd. 132, S. 181 und zwar S. 229 (1923/24). 
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Adsorbates eluierte in 15 Minuten sekundiires Phosphat 2,6 E., glycerin- 
7 


haltiges 27/, basisches Phosphat 3,1 E. anstatt je 85 E.. 


Gegen Tristearin. 

Rohe und gereinigte Priiparate verhielten sich gegen dieses Ad- 
sorbens ahnlich, wahrscheinlich weil es die Lipase selektiver adsorbiert 
als Tonerde. 

10 cem Lésung, enthaltend 27 E. von B.,-W. = 28, wurden mit 
glycerinhaltiger Suspension von feinst verteiltem Tristearin (0,1 g) ver- 
setzt. Die Bestimmung ergab sofort nur noch 21,6 E., die abgetrennte 
Restlisung enthielt 12,4E.. Durch glycerinhaltiges 2?/, basisches Phosphat 
lieB sich (15 Minuten bei 20°) keine nachweisbare Menge Lipase eluieren. 
Danach wies das Tristearin noch einen Gehalt von 3,3 E. auf, wihrend 
anfangs mindestens 9 E. im Tristearin enthalten waren. 

10 ecm Lisung, enthaltend 45 E. von B.,-W. = 300, wurden gleich- 
falls mit 0,1 g Tristearin versetzt. Danach waren in der Suspension 
nur 30 K. nachweisbar, in der abzentrifugierten und filtrierten Rest- 
lésung 23,4 K.. Das Tristearin wies nur einen Gehalt von 4,5 E. auf. 
Ks gelang, mit ,Ammonphosphat“ (30 Minuten bei 20°) daraus 1,5 E. zu 
eluiercn. 

Da sich das Enzym so schwer aus Tvistearin eluieren liBt, ist es 
unentschieden, ob bei dieser Adsorption auBer teilweiser Zerstérung 
auch Hemmung der Lipase erfolgt. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sind 
wir fir die Férderung unserer Untersuchung zu aufrichtigem 
Dank verpflichtet. 






























Titrimetfische Bestimmung von Aminostickstoff. 
Von 


K. Linderstrém-Lang. 


(Aus dem Carlsberg-Laboratorium, Kopenhagen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. November 1927.) 


Die Bestimmung von Aminosiuren und _ proteolytischen 
Abbauprodukten ist schon seit lange von uuferster Wichtig- 
keit. Bei den in den letzten Jausen auf dem Gebiete der 
enzymatischen Proteinspaltung betriebenen eingehenden For- 
schungen hat es sich gezeigt, da8 eine Vergleichung zwischen 
der bei einer proteolytischen Spaltung gebildeten Anzahl Carbo- 
xylgruppen und anderseits der Anzahl der gleichzeitig frei- 
gemachten Aminogruppen von we.-wtlicher Bedeutung ist, da 
man dadurch gewisse Aufschliisse iiber die Art der durch die 
Wirkung der Enzyme gedffneten Bindungen erhalten kann. 
Wahrend die gebildeten Carboxylgruppen direkt und in den 
meisten Fallen iibereinstimmend titriert werden durch Anwen- 
dung einer Base unter Zugabe von Formalin [S. P. L. Serensen?)| 
oder Alkohol (nebst Aceton) [Foreman?’), Willstitter und 
Waldschmidt- Leitz’), Bishop, Kittredge und Hilde- 
brand‘), Harris |, hat man zur direkten Bestimmung der 


1) §. P. L. Sorensen, C. R. Lab. Carlsberg Bd.7, 8.1 (1907-1909). 
*) F. W. Foreman, Biochem. Jl. Bd. 14, 8.451 (1920). 
5) R. Willstitter u. E. Waldschmidt- Leitz, Chem. Ber. Bd.54, 
S. 2988 (1921) und spiitere Arbeiten. 

*) E.R. Bishop, E. B. Kittredge u, J. H. Hildebrand, Jl. Amer. 
Chem. Soc. Bd. 44, 8S. 135 (1922). 

°) L. J. Harris, Proc. Roy. Soc. London Bd. 95, B, S. 440. 500 
(1923—1924). 
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Aminogruppen bisher nur van Slykes Methode') benutzen 
kénnen, welche aber bei Anwesenheit von Prolin, Arginin, 
Lysin, Ammoniak u.m.a, keine sicheren Resultate gibt und 
zudem im Vergleich mit einer Titriermethode recht umstind- 
lich ist. Abgesehen wird hier von solchen indirekten 'Titrier- 
methoden, fiir welche die Annahme zugrunde liegt, daB man 
eine gewisse Wasserstoffionenkonzentration festlegen kann, bei 
der ein eventueller Uberschu8 an Aminogruppen oder Carboxyl- 
gruppen in den Aminosiuren nach dem Zusatz von Saure oder 
Base vollstindig neutralisiert ist. 

Das von Folin erdachte sehr interessante, auf eine Farben- 
reaktion gegriindete Verfahren”) ist ebenfalls etwas unsicher 
und umstindlich. 

Der Mangel an zuverlissigen und leichten, direkten Me- 
thoden zur Bestimmung von Aminostickstoff ist es, der den 
Verfasser veranlaBt hat, .A®her zu untersuchen, ob es méglich 
wire, Aminosiuren und verwandte Verbindungen mit 
einer Siure zu titrieren, unter Zusatz eines passen- 
den Mediums und eines geeigneten Indicators. 

Diese Méglichkeit wurde von L. J. Harris (a. a. QO.) am 
klarsten betont; seine Vorstellungen iiber die Jonisation der 
Aminosaduren in der Lésuug waren indessen derartige, daB er, 
statt einen entsprechenden Indicator zu suchen, das zu diesem 
Zweck ungeeiguete Methylrot verwendete und den Alkohol und 
das Aceton durch ein anderes Auflésungsmittel zu ersetzen 
suchte. Es gelang ihm daher nicht, eine direkte Methode zu 
schaffen. 

Wenn man hingegen Benzol-azo-¢-naphthylamin - ,Naph- 
thylrot“, wie wir es hier nennen werden — verwendet, einen 
von 8. P. L. Sorensen’) dargesteliten und ausprobierten Indi- 


cator, der einen vorztiglichen Umschlag — in wiBriger Lésung 
zwischen 3,7 und 5 — hat, dann verliuft die Titrierung der 


meisten Aminosiuren, Dipeptiden usw. unter Zugabe von 
Aceton (90°/,) und bei Anwendung einer passenden Kontroll- 


1) D.D. van Slyke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 12, S 275 (1912) u. a. 
2) O. Folin, Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, S. 377 (1922). 
*) S.P.L. Serensen, C. R. Lab. Carlsberg Bd 8. (1909). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIII. 3 
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lésung glatt mit n/10 alkoholischem HCl (90°/,) (Genauigkeit 
0,04 ccm). 

Diejenigen Aminosiuren, welche nicht nach dieser Methode 
titriert werden kénnen, sind solche, deren Aminogruppen sehr 
schwache Basen {aromatische Aminosiuren usw. (oder deren 
Saiuregruppen sehr starke Sauren (Sulfonsiuren, Taurin) sind. 
Solche Gruppen wie die NH—CO-Gruppe werden nicht be- 
stimmt, und man wiinscht auch nicht, sie zu bestimmen. Alle 
anderen untersuchten Aminosiuren (bzw. Aminosduregruppen) 
werden vollstandig titriert. 

Ks ist ebenfalls zu betonen, daB keine der bei enzy- 
matischen Untersuchungen verwendeten Pufferlésungen einen 
stérenden Einflu8 auf die Titrierung hat. 

Bei der Titration begegnet man einer gewissen Schwierig- 
keit rein praktischer Art, namlich der, daB in der anzuwen- 
denden Aceton-Wassermischung (gewohnlich 90°/, Aceton) viele 
Aminosiuren ziemlich schwer léslich sind. Jedoch nur in 
wenigen Fallen (Histidin, Lysin, und in geringerem MaBe Ar- 
ginin) sind die salzsauren Salze der Aminosiuren schwer lds- 
lich, so daB man in den meisten Fallen damit zurechtkommen 
kann, indem man die Hauptmenge der Salzsiure vor der Ace- 
tonzugabe zusetzt. Unter besonders schwierigen Verhiltnissen 
mu8 man zum Endpunkt der Titration eine méglichst hohe 
Wasserstoffionenkonzentration waihlen und so schnell als még- 
lich arbeiten. 


Theoretischer Teil. 
A. Theorie der Titration. 

In GemaBSheit mit J. N. Bronsted?) werden wir in den 
folgenden Uberlegungen jeden Stoff, der Wasserstoffionen ab- 
zugeben imstande ist, als eine Saéure (8S) bezeichnen, wahrend 
jeder Stoff, der Wasserstoffionen aufzunehmen vermag, eine 
Base (8) genannt wird. Das Gleichgewicht zwischen Saure 
und Base in einem willkirlichen Lésungsmittel wird durch 
folgende Gleichung ausgedriickt: 


'\) J. N. Bronsted, Rec. Tray. Chim. des Pay-Bas. Bd. 42, S. 718 
(1928). | 
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B+ Ht =8, (1) 
fir welche das erweiterte Massenwirkungsgesetz gilt: 
Ap a 
——— = K, (2) 


S 
welche letztere Gleichung bei verdiinnter waBriger Lésung in 
die nachstehende iibergeht: 
'B)-(H| | , 
‘s = (2a) 
|B), [4] und [8] bezeichnen die Konzentrationen der ein- 
gehenden Stoffe, wahrend in (2) ag, ag und ag die Aktivitaten 
der Base, der Saure, des Wasserstoffions in dem vorhandenen 
Lésungsmittel sind und A, die Gleichgewichtskonstante, eine 
von der Natur des letzteren unabhingige Konstante 
ist. fp = ot a > a Fy , Qh. die Aktivitats- 
koeffizienten der eingehenden Stoffe, sind dagegen als Funk- 
tionen der Natur des Lésungsmittels zu betrachten, in ver- 


diinnter wiBriger Loésung, — wie aus dem oben Gesagten 


hervorgeht — definitionsgemiB gleich 1. 

Substanzen, die imstande sind, Wasserstoffionen sowohl 
aufzunehmen als abzugeben, sind Ampholyten (siehe hieriiber 
auch K. Linderstrem-Lang’) und Sorensen, Linder- 
strem-Lang und Lund”).) 

Die Starke der Base ist von deren Affinitét zu Wasser- 
stoffionen abhangig und wachst mit dieser. Ein niedriger Wert 
von A (in (2)) bedeutet, da& das Gleichgewicht zwischen einer 
starken Base und einer schwachen Saure besteht. Durch einen 
hohen Wert von A wird das entgegengesetzte Verhiltnis an- 


gegeben. 


Nach dieser Definition sind folgende Substanzen und Ionen Basen 
OH-, CH,NH,. NH,, CH,COO—, C,H,NH,, H,PO,—. NO,~. 


nach der Reihenfolge der fallenden Basestiirke. waihrend 


') K. Linderstrem-Lang. C. R. Lab. Carlsberg Bd. 15. Nr. 7 


(1924). 
2) §.P. L. Sorensen, K. Linderstrem-Lang u. Ellen Lund, 


Jl. Gen. Physiol. Bd, 8, S. 543 (1927). 


Q > 
o 
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H,0, CH,NH,*+, NH,+, CH,COOH, C,H,NH,*. H,PO,, HNO, 
Siuren sind, nach der Reihenfolge der zunehmenden Siurestirke. 


Ein Ampholyt ist z.B. das H,PO,~ - Ion; ebenso Glykokol! 
NH, *CH,COO-. 


Bei Titrierung mit NaOH wird die starke Base OH zugesetzt. 


welche Wasserstoffionen aufnimmt, wodurch die Reaktion (1) von der 


rechten nach der linken Seite verschoben wird. Bei Titrierung mit 
HCl werden H-lonen zugesetzt, welche die Reaktion von links nach 
rechts verschieben. 


Die Gleichung (2) wird nun in der gewodhnlichen Weise 
aufgelést, indem: 


az= [ B\+fe, ag = LS] -fs usW. (3) 
wo, wie oben gesagt, [5] die Konzentration der Base, f, den 


Aktivititskoeftizienten der Base, [8] die Konzentration der 


Saure, fs ihren Aktivitiitskoeffizienten bezeichnet, und man be- 


kommt: 
[B}) Kits KK fs 


[S] ay fp (ED fafa 

Bei einer Titrierung der Base oder der Sa&ure wird das 
Gleichgewicht verschoben, und die Verschiebung registriert 
man mit Hilfe des Indicators, dessen Farbiinderung auch durch 
eine Verschiebung eines Siure-Base-Gleichgewichts bewirkt ist: 


(B+H* 278, (5) 


(4) 


- 
Le 6 (6) 
Qi. g } j 
welche, auf die gleiche Weise wie (2) aufgelést, eine (4) ent- 
sprechende Gleichung geben: 


Farbton = ts Bi] a fis “ his —- 

[2S “9 fp (4) fie ta. 

Mit einer fiir die meisten biochemischen Untersuchungen 
geniigenden Genauigkeit mu8 man erfordern, daB bei einer 
,vollstindigen* Titrierung der Base mit HCl [B]/[S] am End- 
punkt der Titrierung kleiner sein soll als 1/,,).' (Uber die 
allgemeine Theorie der Titration siehe N. Bjerrum}).) In ver- 


(7) 





1) N. Bjerrum, Die Theorie der alkalimetrischen und acidimetri- 
schen Titrierungen. Sammlung chemischer und chemisch-technischer 
Vortrige. Verlag Ferd. Enke, Stuttgart. 
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diinnter wiBriger Lésung, wo alle Aktivititskoeffizienten defi- 
nitionsgemaB = 1 sind und demzufolge nach (2a) 

[a Se (8) 
[S| ~~ [H] ~ 100° ies 


L 


muB [ 4/), die Wasserstoffionenkonzentration, bei diesem Punkte, 
in GemaBheit dieser Anforderung gewihlt werden, also 
‘f1| > 100 A, was sich doch nur innerhalb gewisser Grenzen 
tun laBt, weil diejenige prozentische Erhéhung der Wasser- 
stoffionenkonzentration, welche eine gewisse zugegebene geringe 
Salzsiuremenge beim Endpunkt der Titration bewirkt, bei 
héheren Wasserstoffionenkonzentrationen abnimmt und unter 
einem durch den Indicator registrierbaren Wert hinabsinken 
kann. In der Voraussetzung, dab in dem Umschlagsgebiet 
eines guten Indicators eine Anderung um 0,1 in p,, bemerk- 
bar ist, kann man bei einer Siiuretitration in 100 ccm Lésung 
die Grenze bei ungefahr [//| = 1074 setzen, wenn die Genauig- 
keit 0,02 ccm n/10-HCl sein soll. Der Endpunkt der Titration 
darf nicht saurer liegen. [//]< 1074. 

Kine befriedigende Titration einer Base mit einer Saure 
erhilt man somit, wenn 


[B}_ «K 


> = ea in Wasser (K < 107%, ty 


1 
iv 100 
bzw. 

[B] m K hs < 1 (10) 
[sl we £4, 1 


in einem anderen Lisungsmittel (siehe (4)). 

Fiir Glykokoll, wo S der Konzentration von NH,*CH,COO™ ent- 
spricht, ist AK (=k,,/k,) die Basehydrolysekonstante des Glykokolls 
=8-107%> 107% Das Glykokoll liegt mithin weit auSerhalb des 
giinstigen Gebietes in wiBriger Lésung, eine Eigenschaft, die es, wie 
bekannt, mit den meisten anderen Aminosduren gemein hat. 

Von dem Indicator muf& man erfordern, daB es so sauer 
als méglich liegen soll ([//] in (4) soll méglichst groB sein), 
daB es aber andererseits einen deutlichen Umschlag um [ //| 
= 10-4 in dem Medium zeigt, in welchem die Titrie- 
rung vorgenommen wird. Wir setzen: 
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i¢ Bi tk his | ‘ 
ie ee (11) 
fe S] 10‘ fp fr 10 . 


iQ > 
wodurch ausgedriickt ist, daB das Verhiltnis zwischen den 
Konzentrationen der Indicatorbase und der Indicatorsiure bei 
der Wasserstoffionenkonzentration [//]=1074 nicht zu weit 
von 1 entfernt sein darf. 

Mittels der Anderung des itrationsmediums bezweckt 
man nun, fy / fg fy in einer der Titration giinstigen Richtung 
zu andern, d. h. diese GréBe zu vermindern. Da sie in 
Wasser definitionsgemaiB = 1 ist, mu8 man also ein Medium 
aufsuchen, in welchem 


fs/fefa< i. (12) 


Gleichzeitig ist aber der Indicator so zu wihlen, daB sein 
Farbumschlag in dem nach (11) gegebenen giinstigen Gebiete 
im gewahlten Medium liegt. Wenn der Indicator in Wasser 
giinstig liegt, braucht er es nicht auch im neuen Medium zu 
tun, weil fis/fiefn mit dem Medium sich dndert. 

In der Folge werden wir nach Bjerrum!) die alipha- 
tischen Aminosiuren als Dipole NH,+CH,COO~ auffassen, die 
aromatischen dagegen wie gewodhnlich als NH,C,H,COOH, 
wegen des auBerordentlich schwachen basischen Charakters 
der NH,-Gruppe. 

Auf Grund zahlreicher experimenteller Arbeiten (Gold- 
schmidt2)3), Larsson‘), Michaelis®)), wie auch aus theo- 
retischen Griinden (Larsson a. a, 0., Bjerrum®)) — unter 
welchen die Verschiebung der Dielektrizitiitskonstante ()K) die 
wesentlichste ist —, kann man fiir die Werte von f; / fafx = 





') N. Bjerrum, Zs. physikal. Chem. Bd. 104, S. 147 (1923). 

*) H. Goldschmidt, Zs. physikal. Chem. Bd. 89, S.129 (1915); 
Bd. 99, S. 116 (1921); Bd. 112, 8. 428 (1924) und andere Arbeiten. 

*) H. Goldschmidt, a.a.O. Bd. 117, S. 312 (1925). 

‘) E. Larsson, Inaugural-Dissertation. Gleerups Universitiitsbuch- 
handlung, Lund, Sverige (1924). 

5) L. Michaelis u. M. Mizutani, Zs. physikal. Chem. Bd. 116, 
S.185 (1925); Mizutani. a. a. O. Bd. 116, S. 350 (1925). 


6) N. Bjerrum u. E. Larsson, Zs. physik. Chem. Bd. 127, 8.358 
(1927). 
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(bzw. fis/fisfx =7tF) in Alkohol untenstehendes Schema auf- 
stellen. Es ist dabei stillschweigend vorausgesetzt, daB Aceton 
(DK 21) in der gleichen Richtung wie Alkohol (DK 26) wirkt, 
aber etwas stirker. Das Schema entspricht in grofen Ziigen 
den Ergebnissen der Experimente. 


Um das Schema zu verstehen, mu8 man sich nur erinnern, dab, 
da bei Uberfiihrung einer elektrischen Ladung aus einem Medium 
mit kleinem DX (Alkohol, Aceton) in ein Medium mit gréBerem DK 
(Wasser, 80) Arbeit gewonnen werden kann, so wird der Aktivitiits- 
koeffizient eines Ions, f,,,, in Alkohol gréBer sein als der Aktivitits- 
koeffizient des entsprechenden neutralen Molekiils. Im allgemeinen gilt: 


/Di-ton > fion > /Dipol > f neutral eal 
in Alkohol (Aceton)'). 


Schema I, 














a. 
Typus Gleichgewicht oe ed 
Malu 
r Positiv B, doppel pos. S$ f° 
: NH,+CNHNH, NH,*CNHNH.,* 
Neutral B, positiv S me 
# NH, NH,* shine 
0 Negativ B, neutral S F<] 
CH,COO — CH,COOH 7 
D Dipol 8, positiv in’ 
NH,*CH,COO” NH, * CH,COOH by 
i Negativ JB, Dipol S et 
NH,CH,COO” NH,tCH,COO- 


(> bedeutet: viel gréBer als; ~: ,,um‘ usw.) 


') Da K-fg/fpf, = K’, die Dissoziationskonstante der Siure 5 in 
Alkohol (Aceton), berechnet nach der klassischen Theorie fiir Alkohol 
(Aceton), so kann man sich auch so ausdriicken, daB die Dissoziations- 
konstante der Siure sich bei Veriinderung des Mediums indert. Indem 
man sich nun erinnert, daf die Kraft zwischen zwei Ladungen in dem 
, , €; &g 
Dielektrikum D + DEK 
so versteht es sich, daB die Dissoziation einer Siure wie CH,COOH 

CH,COOH -—» CH,COO~ Ht 
bei Zugabe von Alkohol (Aceton) abnehmen muB, A’ ~ F abnimmt: 
daB das Gleichgewicht 


ist und demnach mit sinkendem D K wichst, 
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B. Wahl des Indicators. 


Ks sind an und fiir sich alle in Schema I verzeichneten 
Indicatortypen anwendbar, insofern sie im angewandten Medium 
innerhalb des giinstigen Gebietes (11) liegen. Am sichersten 
ist es, einen Indicator vom Typus B zu benutzen, dessen Um- 
schlag in Aceton voraussichtlich in der Nahe des Umschlags 
in Wasser liegen wird, welcher letztere ja bekannt ist. Wir 
haben deshalb Benzol-azo--naphthylamin, Naphthylrot C,H,N: 
NC,,H,NH, gewiahlt, eine Base vom Typus B&, mit Umschlag 
bei p,, = 3,7—5 in Wasser. Allerdings kénnte man natiirlich 
auch einen sehr sauren Indicator vom Typus C (i K grof) 
wihlen oder aber weniger saure Indicatoren der Typen // 
und #, und dann hoffen, da sie in einem anderen Medium 
in den giinstigen Bereich 7 K-i/~10~* einriicken werden 
‘vgl. (11)j, indem 7/ nach dem Schema abnimmt. 

Methylrot — von Harris (a. a, 0.) verwendet — ist da- 
gegen ungeecignet, da es zu alkalisch hegt und auBerdem als 
Indicator vom Typus D bei Alkohol- oder Acetonzugabe in 
alkalischer Richtung sich verschiebt. 


©. Untersuchung der Titrationsmoglichkeit. 


Die Méglichkeit der Titration von Aminosiuren mit HC] 
in Aceton gibt sich in dem Typus D des Schemas Aasdruck. 
Kiir Glykokoll, wo K = 3-10~%, ergibt sich aus (10): 

Ce ee ae 7 a 
aS aap B< F000 

Kine so groBbe Verschiebung findet nach Michaelis 
(a. a. Q.) nicht in Alkohol statt. Dagegen zeigen die in der 
experimentellen Abteilung mitgeteilten Kxperimente, daB sie 


NH,t -—> NH, Ht 


wesentlich unveriindert bleibt, wihrend die Verschiebung der Gleich- 
gewichtskonstante des Prozesses 


NH,+CH,COOH -»> NH,*tCH,COO-~ H* 
dazwischen liegen mu8. Dagegen wird die Dissoziation der Siure 
NH,*CH,CH,NH,* —> NH,*CH,CH,NH, H* 
wegen des AbstoBens bei der Alkoholzugabe steigen. 








} 
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in Aceton stattfinden muB. Ks ist méglich, daB man es hier 
nicht mit einem wesentlich elektrischen Effekt zu tun hat, 
sondern daB Aceton eine spezifische Wirkung auf die COO-- 
Gruppe ausiibt, wie es nach Michaelis bis zu einem ge- 
wissen Grade in Alkohol der Fall ist. Nach diesem 
Schema gehen alle einfachen aliphatischen Mono- 
amino-monocarbonsiuren, darunter mitgerechnet Oxy- 
aminosiuren, Prolin und Oxyprolin, Phenylalanin, 
Phenylaminoessigsiure. 

Alle starken oder mittelstarken Basen vom Typus B 
'NH,), K < 10~° entsprechend &, = k_ / K > 107'*/10-* = 10-°, 
werden vollstindig titriert, da / bei Acetonzugabe wohl kaum 
sehr viel variiert. Zu dieser Gruppe werden Guanidin 
(die eine NH,-Gruppe) und Ammoniak gerechnet, 
ebenso alle Diamino-monocarbonsiuren, was die 
eine Aminogruppe betrifft, insofern sie von aliphati- 
schem Charakter ist. 

Alle schwachen Basen vom ‘'lypus B, k, < 107°, werden 
in Aceton nicht giinstiger titriert als in Wasser, und werden 
nur teilweise oder gar nicht bestimmt — in wie hohem 
MaBe, dariiber médgen die Experimente in jedem LKinzel- 
falle entscheiden. Zu dieser Gruppe werden gezihlt: 
Amide, Harnstoff, Guanidin (zwei N-Gruppen, sub- 
stituiert oder nicht), endlich aromatische Amino- 
siuren (NH,C,H,COOH). 

Starke, mittelstarke, ja sehr schwache Basen vom Typus C 
werden in Aceton vollstindig titriert, indem / sehr stark ab- 
nimmt [vgl. (10)|, JIonen wie CH,COO-, Citrationen, 
Phosphationen, H,PO,-, gehéren zu diesem Typus. 

AuBerordentlich schwache Basen vom Typus C werden 
nur teilweise oder gar nicht titriert, da die Verschiebung in 
F nicht groB genug ist. L[onen wie Nitrationen gehoren 
hierher. 

Sehr schwache Basen vom l'ypus J) werden nicht titriert, 
weil auch hier die Anderung in F zu gering ist, um dem 
hohen Wert des A entgegenwirken zu kénnen. Hierher ge- 
héren Aminosiuren vom Typus NH,*CH,CH,SO,-, Tau- 
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rin, indem die SO,~-Gruppe eine &uBerst schwache 
Base ist; vielleicht auch Aminophosphonsduren. 

Monoamino-dicarbonsiuren werden nach / titriert, da die 
eine Carboxylgruppe nicht dissoziiert ist. 

Bei Aminosiuren von mehr verwickelter Zusammensetzung 
gestalten sich die Verhialtnisse in entsprechend komplizierter 
Weise. Lysin z. B., das in betreff seines letzten Siure—Base- 
gleichgewichts nahe am Typus 4 liegt: 


NH, + CH,CH,CH,CH,CHNH,+COO~ + Ht = 
NH,* CH,CH,CH,CH,CHNH,*+ COOH 


und sich deswegen schwer titrieren lieBe, wird vollstandig be- 
stimmt, was unzweifelhaft mit dem groBen Abstand zwischen 
der COO-- und der ¢-NH,*-Gruppe zusammenhingt. Wenn 
zusammengesetzte Aminosiuren mehrere schwichere und 
stirkere Basengruppen, ringgebundene Stickstoffatome, Amid- 
gruppen usw. enthalten, so miissen die Experimente dariiber 
entscheiden, welche von denselben sich Wasserstoffionen zu- 
lagern kénnen — folglich titrierbar sind — und welche nicht. 
Die Experimente haben gezeigt, daB von solchen schwachen 
stickstoffhaltigen, nicht zu bestimmenden Basengruppen: 


Arginin 2 von den 4 N-Gruppen (2 Guanidin-N-Gruppen) — enthilt 
Tryptophani ,, ,, 2 is (die Indol-N-Gruppen) 

Histidin 1 3 (das eine N im Pyrazolonring) ,, 
Asparagin i , , 2 - (die Amidgruppe) “ 
Dipeptid 1 , 5 2 me (die NH-CO-Gruppe) io 
Guanidin 2 , ,, 8 ” (2 Guanidin-N-Gruppen) 
Kreatin katt aie in (2 3 ) ” 


Obwohl die Wasserstoffionenanlagerung in vielen 
Fallen an der COO--Gruppe stattfindet, wird doch in 
reinen Aminocarbonsdurelésungen immer die Anzahl 
der starken oder mittelstarken Stickstoff-Basen- 
gruppen bestimmt, indem einer COO--Gruppe stets 
eine NH,*-Gruppe entsprechen mu8, welche bei der 
Dipolumlagerung aus einer starken oder mittel- 
starken NH,-Gruppe gebildet ist. 

Obige Auseinandersetzungen lassen sich demnach wie 
folgt zusammenfassen: 
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In einem Gemisch reiner Aminosiuren bestimmt 
man durch Titration mit HCl in Aceton die Anzahl 
anwesenden stickstoffhaltigen Gruppen abziiglich der 
Anzahl der anwesenden sehr schwachen Basen oder 
basischen Gruppen (NH, in aromatischen Aminosiuren, 
SO,” in Taurin und den friiher genannten Gruppen 
in zusammengesetzten Aminosiuren). 

Oder aber, mit Ausschlu8 des Taurins und etwaiger 
sonstigen Aminosulphon- und -phosphonsiiuren, man bestimmt 
die Anzahl aller einigermaBen stark basischen, stick- 
stoffhaltigen Gruppen. 

Hat man ein Gemisch unbekannter, etwa sehr kompli- 
zierter Stoffe, so wird es — wie im vorhergehenden mehrmals 
betont — am zweckmaBigsten sein von denjenigen Gruppen 
zu sprechen, welche man bestimmen kann, die schwachen oder 
starken Basengruppen, welche titriert werden kénnen. Die 
Uberfiihrung des Schemas Seite 39 auf derartige Fille ist 
natiirlich schwierig, d. h. es ist schwer vorherzusehen, wie die 
elektrischen Kriifte in einem groBen Molekiil bei einer Ande- 
rung des Mediums mit einspielen bei der Verinderung der 
Gleichgewichtskonstante der Wasserstoffionenanlagerung bei 
einer seiner Gruppen. In Anbetracht der GréBe oder Linge 
des Molekiils (vgl. Lysin) und der dadurch bedingten weiteren 
Abstinde zwischen den Ladungen des Molekiils wird man 
doch vermeintlich mit ziemlicher Sicherheit von basischen 
Gruppen von den Typen 4, B, C usw. reden kénnen und 
den Hinflu8 der Ladungen, welche weiter entfernt im Molekiil 
legen, auBer Betracht lassen. Die oben gegebenen Siitze 
werden daher auch fiir Lésungen komplizierterer Molekiile — 
Proteinen, Peptonen u. dgl. — Giiltigkeit haben. 

Bei einer proteolytischen Spaltung entstehen neue Gruppen, 
und bei einer enzymatischen Untersuchung wird dem- 
nach durch den Unterschied zwischen den Titrations- 
zahlen vor und nach der Knzymwirkung die durch 
das proteolytische Enzym hervorgebrachte Krhéhung 
der Anzahl aller einigermaBen stark basischen stick- 
stoffhaltigen Gruppen angegeben. 














44 K. Linderstrem-Lang, 


Ausnahmen bildet, wie zu erwarten war, die Spaltung solche: 
Gruppen wie 
—SO,—NH— + H,O = —SO,~— + NH,t—. 


Da keine von den Gruppen —SO,—NH—, —SO,- und NH,*— 
Wasserstoffionen zu binden vermag, wird der Zuwachs 0 sein. 
Die Anzahl der hydrolysierten Esterbindungen wird nicht bestimmt: 
—COO— + H,O = —COOH + HO-., 


wihrend die Anzahl der hydrolysierten Peptidbindungen bestimmt 
werden: | 
—CONH— + H,O = —COO- -++ NH, *—, 
wenn die NH,-Gruppe einigermaBen stark basisch ist, aber nicht: 
—CONH— + H,O = —COOH + NH,—, 


wenn die NH,-Gruppe sehr schwacli basisch ist. 


‘Experimenteller Teil. 
A. Der Indicator. 


Die Darstellung von Naphthylrot, Benzol-azo-g-naphthyl- 
amin, wurde nicht friiher in EKinzelheiten beschrieben und wird 
deshalb mit der Erlaubnis des Herrn Professor Serensen 
hier nach seinen Aufzeichnungen wiedergegeben. 


Nach V. Meyer und G. Ambiihl’) wurde Diazoamidobenzol in 
der Weise dargestellt, daS man 2 Molekiile Anilin und 1 Molekiil Amy!- 
nitrit in einem groBen UberschuB von Ather léste (1 Liter Ather pro 
93 g Anilin), den Ather in einer Schale von Tag zu Tag verdunsten 
lieB, die gebildeten Krystalle vor dem Sauger abfiltrierte und zweimal 
mit Ather wusch. 

Zu 4/4, Mol. Diazoamidobenzol (5 g) + 4 g a-Naphthylamin +- 100 cem 
absolutem Alkohol wurden unter gutem Umschiitteln 10 cem 5n-HC! 
zugesetzt, wodurch die Reaktion sogleich eintrat. Nach 1stiindigem 
Stehenlassen unter hiufigem Umschiitteln wurden weitere 10 cem 5n-HC! 
zugegeben, wonach auf 60° erwiirmt wurde. Nach weiterem 1stiindigem 
Stehenlassen setzte man 10cem 5n-HCl und 200 cem Wasser hinzu, 
worauf Alkohol und etwas gebildetes Phenol mit Wasserdampf ab- 
getrieben wurden. Der dadurch ausgeschiedene griine Niederschlag 
wurde abfiltriert und einige Male mit kaltem Wasser gewaschen. Der 
Niederschlag wurde in einer Schale mit 100 cem Wasser und 20 ecm 
5n-Ammoniak ausgeriihrt, wodurch er nach und nach eine schéne rote 
Farbe annahm. Nach Erwirmung auf dem Wasserbad auf 70—80° unter 


') V. Meyer u. G. Ambiihl, Chem. Ber. Bd. 8, 8S. 1074 (1875). 
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gutem Umschiitteln wurde der Niederschlag abfiltriert und mit kaltem 
Wasser sorgfiltig gewaschen. Nach 3maliger Umkrystallisation aus 
70—80°/, Alkohol bildete der Indicator groBe, schén glanzende, dunkel- 
rote bis rotbraune Krystalle, die unter dem Mikroskop sich als grobe, 
nicht sehr wohl entwickelte, 4- und 6seitige Blatter zeigten. 

Ausbeute 2,2 g. Schmelzp. 124° (Bloe Maquenne). 

0,1 g Indicator wurde in 100 ccm 96°/,igem Alkohol auf- 
gelést und zur Titration 10 Tropfen dieser Lésung gebraucht. 
Der Indicator ist in basischer Fliissigkeit gelb, in saurer 
schén rot. 

B. Aceton. 


Das benutzte Aceton war gewohnlich reine Ware. Das 
spezifische Gewicht bei 19° war 0,7954, woraus der Gehalt zu 
99°/, berechnet wurde. Fiir 10 ccm Versuchsfliissigkeit ver- 
wendete man zu drei verschiedenen ‘Titrationsstadien 100 bis 
150 bis 200 ccm. 


C. Salzsaure. 
Die Salzsiure war n/10 in 90°/,igem Alkohol. Wegen 
der groBen Fliichtigkeit des Acetons fand man es nicht zweck- 
dienlich, die Salzsiure acetonhaltig zu machen. 


D. Aminosauren usw. 


Die benutzten Aminosiiuren, Dipeptide usw. waren teil- 
weise im Carlsberg-Laboratorium dargestellt bzw. gereinigt. 
Nur diejenigen werden wir hier speziell erwihnen, die ent- 
weder irgend fiir diese Untersuchung neu dargestellt wurden, 
oder deren Stickstoffgehalt nach Kjeldahl bestimmt (bzw. 
Chlorgehalt in Chloriden) um mehr als 1°/, von dem _ berech- 
neten abwich. Die verschiedenen Substanzen wurden in 
Wasser bis zur bekannten Konzentration gelést und ein Teil 
der Liésung in bezug auf Stickstoff (bzw. auf Chlor in Chloriden) 
analysiert; der Rest wurde in jedem Falle zur Titration be- 
nutzt. Man berechnete den Quotienten zwischen einerseits 
dem durch die Titration bestimmten ,,Stickstoff“-Gehalt um- 
gerechnet zu mg N aus ccm n/10-HCl, und andererseits dem 
nach Kjeldahl gefundenen. Da die Kjeldahl-Bestimmung 
geneigt ist, ein wenig zu niedrige Resultate zu geben, so wird 
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diese Berechnungsweise die giinstigste Titrationsgenauigkeit 
geben, wahrend man dadurch anderseits einige geringe Fehler, 
die von dem Gehalt an Feuchtigkeit der Priparate herriihren, 
aufhebt. In den hier nicht niher erwihnten Praparaten iiber- 
stieg dieser Gehalt an Feuchtigkeit also niemals 1°/,. 

Die wenigen Stoffe, welche besonders besprochen werden 
miissen, sind die nachfolgenden: 

1, Alanin, Verlor durch Trocknen am Gewicht. Ist als 
ein nicht eben sehr reines Produkt zu bezeichnen, vermeintlich 
etwas wasserhaltig. 

Gef. 14,84°/, N Ber. 15,73°/, N. 


2. Kreatin. Hatte augenscheinlich einen Teil des Krystall- 
wassers abgegeben. 

Gef. 29,97°/, N Ger. mit 1 Mol Krystallwasser 28,17°/, N 

»  wasserfrei 32,04. 

3. Lysin. Wurde dargestellt aus Lysinpikrat, im Carlsberg- 
Laboratorium gewonnen durch Spaltung von KEdestin. Das 
Lysinpikrat wurde in warmem Wasser gelist, welches das 
doppelte der iiquivalenten Menge HCl enthielt; die Lésung 
wurde erwarmt, und die Pikrinsiiure schied sich danach in der 
Kilte aus. Der Rest der Pikrinsiiure wurde mit Ather aus- 
geschiittelt und die Lésung mit Aceton gefallt, wodurch das 
Lysinchlorid sich als Sirup ausschied. Dieser wurde in Alkohol- 
Ather ausgeriihrt und zur Krystallisation gebracht. Die Kry- 
stalle wurden in Wasser gelist und mit Alkohol—Ather gefillt, 
dann mit Ather gewaschen und endlich 12 Stunden im Vakuum 
liber Schwefelsiiure getrocknet. 

Gef. 32,15°/, Cl Ber. 82,85°/, Cl fiir Lysindichlorid 
,  12,74°/, N » 12,7897, N , r 

4, Oxyprolin. An der Luft getrocknet. Wohl kaum ganz 
wasserfrei. 

Gef. 10,80°/, N Ber. 10,61°/, N. 


E. Ausfihrung der Titration. 
Die Titration wurde zu zwei verschiedenen Indicator- 
farben I und II, I orange, II rétlich, ausgefiihrt, gewéhnlich 
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mit drei verschiedenen Acetonkonzentrationen: 100, 150 und 
200 ccm Aceton pro 10 ccm Versuchsfliissigkeit: A, B, C. 


Indicatorfarbe I entsprach d. Farbe d. Naphthylrots bei py =5,1 in Wasser 
” il ” ” ” ” » Po=4,8 ,, ” 


Es wurde bei jeder Titration eine Kontrolle hergestellt, 
bestehend aus 10ccm Wasser, 10 Tropfen Indicatorlésung und 
der gewiinschten Menge Aceton. Indicatorfarbe I kam dann 
auf Zugabe von 0,53 ccm n/10-HCl hervor, wihrend II 1,10 ccm 
erforderte. 250 ccm konische Kolben sind die bequemsten. 

Nach der Herstellung der Kontrolle wurden 10 ccm Ver- 
suchsfliissigkeit abpipettiert, 10 Tropfen Indicator zugesetzt 
und die Titration angefangen, indem man so viel HCl zugab, 
daB die wiBrige Lésung deutlich rot wurde. Dann wurde ein 
Teil des Acetons darauf gegossen, und zwar nicht mehr als 
daB die Lésung klar blieb, und man titrierte bis zu ein wenig 
roterer Farbe als der der Kontrolle. Man setzte den Rest 
des Acetons hinzu und titrierte zur Farbe der Kountrolle, was 
mit einer Genauigkeit von 0,02—0,04 ccm n/10-HCl sich tun 
lieB. Au diese Weise titriert gaben die meisten Aminosiuren 
ganz klare SchluBlésungen, selbst mit 200 ccm Aceton. Nur 
Lysindichlorid und Histidinchlorid krystallisierten in allen 
anderen Mischungen als II A aus, die kleinste Menge Aceton 
in der sauersten Schlublésung. Bei Histidin muBte die Titration 
noch schnell vor sich gehen, da die Lésung iibersiittigt war. 


Beispiel einer Titration. 


«-Amino-0-oxyvaleriansiure. Mol.-Gew. 133,10. Abgewogen 0,6718 g, 
welches in 50 cem Wasser aufgelést wurde. 10 ccm Lésung enth elten 
14,04 mg N, nach Kjeldahl bestimmt. 

Die Siiure enthielt 10,45°/, N. Ber. 10,52°/, N. 

Kontrolle: 10 ccm Wasser + 0,53 cem n/10-HCl + 100 cem Aceton. 
i0 cem Lésung mit 100 cem Aceton verbrauchten 10,43 ecm n/10-HCl 
10,43—0,53 = 9,90 eem n/10 cem HCl entsprechen 13,87 mg N. 

Prozent von theoretischem 13.87-100/14,04 = 98,8. 

Sowohl zu der Kontrolle als zur Versuchsfliissigkeit wurden 50 ecm 
Aceton gesetzt. Die Versuchsfliissigkeit verbrauchte noch 0,10 ccm 
n/10-HCl. In allem 9,90 + 0,10 = 10,00 cem n/10-HCl. 14,01 mg N. 
Prozent von theoretischem 14,0!-100/14,04 = 99,7 usw. 
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F. Ergebnisse. 


In Tabb. I und II finden sich zusammengefaBt die Re- 
sultate der Titration von 20 Aminosiuren, Dipeptiden und 
Amiden, nebst einigen der bei enzymatischen Untersuchungen 
am hiufigsten verwendeten Pufferlésungen. Die Berechnung ist 
auf die 8.45 angegebene Weise vorgenommen, und bei Salzen, 
Argininchlorid, Lysindichlorid, Histidindichlorid, Guanidinnitrat 
wie auch in mehreren Fillen, wo man um die Aminosiure zu 
lésen ein wenig HCl zugesetzt hatte, wurde der Gehalt der 
Versuchsfliissigkeit an Saure zu der bei der Titration ver- 
brauchten Menge addiert, worauf der Gehalt der Aminos&ure 
an ,,titrierbarem N*‘ auf Grund dieser Summe berechnet wurde. 
Beim Guanidinnitrat wurde auBerdem eine Korrektion in bezug 
auf die teilweise Titrierbarkeit des Nitrations vorgenommen. 

In der letzten senkrechten Kolonne der Tab. I findet sich 
zum Vergleich die, unter Beriicksichtigung des im theoretischen 
Teil (S. 42) angefiihrten, nach der Formel des_ betreffenden 
Stoffs berechneten titrierbaren Stickstoffmenge in Prozent der 
Gesamtstickstoffmenge angegeben. 

In Tab. IL bezieht sich ,,Berechnet* auf die zur voll- 
standigen Freimachung der in den Pufiermischungen befind- 
lichen Sauren nétige Salzsiuremenge. 

Wie aus diesen Tabellen ersichtlich, ist die Titration der 
Aminosiuren in fast allen Fallen ,,vollstindig“; am besten ist 
sie bei der héchsten Acetonkonzentration und sauersten Kon- 
trolle; die Abweichungen von 100°/, sind die im theoretischen 
Teil angefiihrten und erdrterten. 

Die Pufferlésungen werden alle vollstindig titriert und 
kénnen demnach die Titration nicht stéren. Nur das Nitration 
ist eime zu schwache Base; da es aber bei enzymatischen 
Versuchen nur selten vorkommt, hat sein Verhalten bloB theore- 
tisches Interesse. Ks versteht sich von selbst, daB NH,Cl 
oder NH, die Titration nicht stéren kann. 


Resumee und Schlu8bemerkungen. 


Im vorhergehenden ist eine Methode zur Bestimmung von 
Aminostickstoff gegeben. Sie besteht in einer Titration mit 




















, Tabelle I. 


Titrimetrische Bestimmung von Aminostickstoff. 


Labelle tiber das prozentische Verhiltnis zwischen titrierbarem N und 
Total-N in Aminosiiuren, Dipeptiden, Amiden usw. 























Kontr. [ (orange) 

} per 10 ccm Lésung 
Stott 27 a “ 

Gai 8&al| &a 
| GiyhO. 97,7 | 99,5 | — 
, Phenylaminoessigsiure . . . . 98,6 99,0 | 99,6 

Alanin. . . ... .. . « | 99,9 | 100,3 /101,0 
Phenylalanin . . . . . . . | 98,0 98,4 | 99,3 
oa a apes —— — |— 

Glutaminsiure . . . . .. . 98,3 99,1 |100,0 
a a 48,1 49,1 | 49,4 
a-Amino-0-oxyvaleriansiiure . 98,8 99,7 |100,5 
Serin . ......... 97,5 98,3 | 99.3 
po a a 49,0 | 49,5 |'49,7 
Kreatin a — 83,4 | 33.6 | 33,8 
Se ee 97,5 98,4 | 99,8 
CO 98,5 100,2 |100,7 
Histidin . . . ..... . &#$f615)) — | — 

Tryptophan. ...... . 49.4 , 49,6 | 49,7 
Glyeylglycin. . . . . , 49,6 -- - 

f lLeucylglyem ....... 50,3 50,4 50,5 
Se 0 _ 0 
CO i 0,85 1,35! 1,85 
a 32.5 | 82,3 | 31,9 

| 


Tabelle IL. 





Tabelle iiber Titration von Putfern und Salzen. 
Natriumacetat (m/10). . . | . 100,3 | — 
Sekund. Na-Citrat (,,Citrat’s Se | 

rensen) a oe a 99,9  100,2 | 100,4 
Primaéres K-Phosphat (Seren- | 

‘ CK. soe er eS 99,9 100,1 | 100,1 

Borat (Serensen m/10) . . . . 100,6}1008 |, — 
Kaliumnitrat (m/10) . . . . . 6,0} 11,7 | 18,5 
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Kontr. II (rot) 


per 10 cem | Nach 
Lésung der 
aaa, enn F or- 
= 3 = S mel 
ps 2 bs 2 ber. 

a | Mt 

98,3 | 99,8 | 100 
99,6 99,9 | 100 
“a — 100 
- — 100 
100,8 100 
98,2 99,0 | 100 
49,5 o0.1 50 
98,9 99,8 | 100 
97,5 | 98,1 | 100 
494 496] 50 

33,7 | 33,7 33,3 
98,0 99,6 | 100 
99,5 | 100,7 | LOU 

65,2 -- 66,7 
49,7 49,9] 50 
~ - dU 
- _ dO 
0 — 0 
1,0 1,95 ~ 

- | 33,0 





Prozent von Kerechuet. 


100,4 


100,1 
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n/10 alkoholischem HCl in acetonhaltiger Fliissigkeit (100 bis 

200 com 99°/, Aceton pro 10 ccm Wasser) unter Verwendung 

von Naphthylrot, Benzol-azo-a@-naphthylamin, als Indicator. 
Durch das angegebene Verfahren kann man bestimmen: 


In Monoamino—Monocarbonsiiuren. 100 °/, des gesamten Stickstoffs 


., Diamino—Monocarbonsiiuren. . 100 ,,,, ma s 
,5 Monoamino—Dicarbonsiiuren . 100 

;, Oxysiuren in diesen Gruppen . 100 $9 
a oe se eS ee Re - .9 
Ts sw we Se es 

As: 4 & #: ee-Se- RR eo ee 

», Prolin und Oxyprolin. . . . 100 

gs + 8 ee € OE te a 4 ee - 
-~ Spee lk lt we we ON OG 

SC ee ee ae ” 
a ea). ne " 

,. Harnstoff . . . . . . . . Unvollstiindige Titration 

, Laurin... . .. . . . 0,0°/, des gesamten Stickstoffs 


Durch keine der iblichsten Pufferlisungen wird die 
Titration zerstért. 

Der weitere Ausbau des Verfahrens, und zwar besonders 
seine Anwendung auf enzymatische Spaltungen, ist im Augen- 
blicke ein Gegenstand von Untersuchungen hier im Labo- 
ratorium. Bei dem experimentellen Teil gegenwirtiger Arbeit 
hat mir Frau L.S. Walther, Leningrad, die mit hierher- 
gehérenden Versuchen beschiftigt ist, in vorziiglicher Weise 
Beistand geleistet, fiir den ich, wie auch fiir die von Frau 
G. Hammarsten an den verwendeten Substanzen ausgefiihrten 
Stickstoffbestimmungen, zu groBem Dank verpflichtet bin. 

Zum SchluB gebe ich noch gegeniiber Herrn Professor 
S. P. L. Sorensen, dem Leiter der chemischen Abteilung des 
Carlsberg-Laboratorium, meinen herzlichen Dank Ausdruck fiir 
das ermunternde Interesse, das er dieser Arbeit auf ver- 
schiedene Weise erzeigt hat, fiir wertvolle Ratschlige, ins- 
besondere bei der Auserwihlung eines schwach_basischen 
Indicators mit gutem Umschlag, endlich auch fiir die groBe 
Bereitwilligkeit, mit der er seine umfassende Sammlung von 
Aminosauren usw. mir zur Verfiigung gestellt hat. 





























Bildung von Guanidinoverbindungen bei der Einwirkung 
von Guanidin auf Aminosdureester. 
Von 
Emil Abderhalden und Hans Sickel. 


(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 
j areas 
i 
‘Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle.) 


(Der Redaktion zugegangen am 5. November 1927.) 


Eine ganze Reihe von Fragestellungen fiihrte uns zum 
Studium des Verhaltens des Guanidins und seiner Abkémm- 
linge gegeniiber bestimmten Hingriffen. Vor allem strebten 
wir disubstituierte Guanidinoderivate an. Hierbei stieBen wir 
auf die folgende Beobachtung. LiBt man auf «-Amino- 
siureester freies Guanidin einwirken, dann _ wird 
Ammoniak in Freiheit gesetzt. Es tritt die Guanidino- 
gruppe an die Stelle der Aminogruppe, d.h. es ent- 
steht aus der g-Aminosiure eine e-Guanidinosiure 
baw. das Anhydrid dieser Verbindung. Der ganze Vor- 
gang vollzieht sich bereits bei niederer Temperatur, z. B. bei 
0 Grad. Es erfolgt Warmeentbindung. Wir gingen einerseits 
von den freien Kstern der Aminosiuren aus und andererseits 
von deren Hydrochloriden. Es scheint nach unseren_bis- 
herigen Erfahrungen, da eine Reaktion vorliegt, die sich mit 
allen w-Aminosiuren durchfiihren l4Bt. Damit ist die Még- 
lichkeit gegeben, zahlreiche bisher noch nicht dargestellte 
(Guanidinoderivate der Aminosiurereihe zu gewinnen. Wir sind 
dabei zu priifen, ob — was an und fiir sich wabhrscheinlich 
ist — die Stellung der Aminogruppe fiir das Zustandekommen 


der Reaktion von Bedeutung ist. 
4* 


Are 
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Fiir das Ma8 der Umsetzung von Amino- und Guanidino- 
gruppe, gemessen an der gebildeten Ammoniakmenge, ist in 
erster Linie die relative Menge der vorhandenen Base vou 
Bedeutung. Sie steigt mit zunehmendem BaseniiberschuB. Fiir 
den sich ausbildenden Endzustand der Reaktion unter ge- 
gebenen Bedingungen ist die Temperatur nur bedingt von 
MinfluB. Sie beschleunigt den Veriauf der Reaktion, sie wirkt 
jedoch nicht quantitativ gestaltend auf diese, d.h. wenn die 
Reaktion in der Kilte begonnen hat, und man _ nachtriglich 
erwirmt, so wird die Ausbeute an Reaktionsprodukt nicht 
gréBer. Sie laBt sich jedoch steigern, wenn man von vorn- 
herein erwarmt. 

Von groBem Hinflu8 auf den Umfang des Umsatzes von 
Amino- und Guanidinogruppe ist die Art des «-Aminosiure- 
esters. Wahrend z. B. Giykokollaithylester mit in Alkohol ge- 
léstem Guanidin im UberschuB behandelt, eine dem gesamten 
Aminostickstoff entsprechende Ammoniakmenge abgibt, ist das 
beim Cystinithylester nur zu 55°/, der Fall. 

Wir wollen uns vorliutig einer Stellusgnahme zum Mecha- 
nismus der vor sich gehenden Reaktion enthalten und weitere 
Mrfabrungen abwarten. Kin unmittelbarer Austausch der 
NH,-Gruppe gegen die Guanidinogruppe unter gleichzeitiger 
Anhydridbildung ist nicht sehr wahrscheinlich, Wir dachten 
zunachst an die Méglichkeit, daB aus dem Guanidin Cyanamid 
entstehe und dieses in status nascendi auf die Aminogruppe 
einwirke. Das festgestellte Ammoniak wiirde in diesem Falle 
nicht der w-Aminosiure, sondern dem Guanidin entstammen. 
Wir priiften zunichst, ob unter den von uns gewihlten Be- 
dingungen Cyanamid bei der Kinwirkung auf @-Aminosiure- 
ester — als Modell wahlten wir Glykokollathylester — zur 
entsprechenden Guanidinoverbindung fihrt. Ks ist dies nicht 
der Fall. Wurde jedoch zu dem Gemisch von Glykokollathyl- 
ester und Cyanamid eine ganz geringe Menge Guanidin zu- 
gesetzt, dann erfolgte die Bildung von Glykocyamidin und 
zwar in einer Menge, die erheblich gréBer war, als der zu- 
gesetzten Guanidinmenge entsprach. Es geht daraus hervor, 
daB der Zusatz des Guanidins zur Folge hatte, dab nunmehr 
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Cyanamid zur Bildung von Glykocyamidin herangezogen wurde. 
Wir dachten an die Méglichkeit, daB das bei der Bildung der 
Guanidinoverbindung freiwerdende Ammoniak Cyanamid in 
Guanidin iiberfiihren kénnte, d. h. daB fortlaufend neues Gua- 
nidin gebildet wird. Wir priiften diese Vermutung, indem 
wir trockenes Ammoniakgas zu einem Gemisch von Glykokoll- 
athylester und Cyanamid hinzugaben. Es kam jedoch nicht 
zur Bildung von Glykocyamidin. Es bleibt die Méglichkeit, 
daB das zugesetzte Guanidin den ganzen Reaktionsablauf kata- 
lytisch beschleunigt und dem Cyanamid doch beim ganzen 
Reaktionsablauf eine bestimmte Rolle zukommt. Wir hoffen 
durch weitere Beobachtungen den Reaktionsverlauf endgiiltig 
aufkliren zu kénnen. Vor allen Dingen muB dem Um- 
stand Beachtung geschenkt werden, da sofort die Anhydride 
der gebildeten a@-Guanidinosiiuren in Erscheinung treten. 
Zwar wissen wir, dab die Ester dieser Verbindungen sehr 
leicht Anhydride bilden, d.h. sehr unbestiindig sind. Immer- 
hin ist es denkbar, daB eine bestimmte Beziehung zwischen 
dem Eintritt des Guanidinokomplexes und dem Ersatz der 
Aminogruppe durch diesen und der eintretenden Abspaltung 
der Alkoholgruppe vorhanden ist. Der Umstand, daf die 
freien ¢-Aminosiiuren bei Zugabe von Guanidin unter den von 
uns gewihlten Bedingungen nicht in Guanidinoverbindungen 
iibergehen'), deutet schon an, daB der Esterkomplex in irgend- 
einer Form Einfiu8 auf den ganzen Reaktionsverlauf hat. Er- 
wihnt sei, daB der Versuch, Glykokollester durch Zusatz von 
Anilin unter den gleichen Bedingungen, wie sie bei den 
iibrigen Versuchen verwendet wurden, in Phenylglycin iiber- 
zufiihren, fehlschlug. Ein Austausch der Aminogruppe gegen 
die Anilingruppe fand nicht statt. Wir werden das Verhalten 
weiterer Basen priifen. 

Wir haben ferner gepriift, ob Polypeptidester und 2,5-Di- 
oxopiperazine bei Zusatz von Guanidin Guanidinoverbindungen 


1) Bekanntlich sind «-Guanidinosiuren durch Erhitzen von a-Amino- 
siuren mit Guanidincarbonat dargestellt worden. Vgl. M. Nencki 
u. N. Sieber, Jl. fiir prakt. Chem. (2) Bd. 17, S. 477 (1878); G. Korn- 
dorfer, Arch. f. Pharm. Bd. 242, S. 625 (1905). 
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liefern. Es ist dies nicht der Fall. Die Feststellung, dat 


die Polypeptidester ihre Aminogruppe nicht gegen die Guani- 
dingruppe austauschen — wenigstens nicht unter den voi 
uns gewihlten Bedingungen —, bedeutet fiir uns eine grobe 
Enttauschung, hatten wir doch gehofft, einen neuen Weg zun 
Nachweis und zur Isolierung von Polypeptiden unter den 
Produkten des stufenweisen Aufbaus von Proteinen begehen 
zu kénnen. Vor allem interessiert uns auch das Problem der 
freien Aminogruppen im HiweiB.') Seitdem wir wissen, dal 
schon ganz verdiinntes Alkali Polypeptide bestimmter Zu- 
sammensetzung hydrolysiert und ferner bekannt geworden ist, 
daB solches auch EiweiBstoffe insbesondere in der ersten Zeit 
seiner Kinwirkung weitgehend aufspalten kann, bediirfen alle 
Angaben iiber vorgebildete freie Aminogruppen in Proteinen 
der Nachpriifung unter besonderer Beachtung der angewandten 
Versuchsbedingungen. 

Im folgenden sei zuniachst iiber die Einwirkung von 
Guanidin auf den Athylester des Glykokolls, des d,l-Leucins 
und der d-Glutaminsiure (Diithylester) berichtet. Kine Reihe 
weiterer Aminosiureester ist bereits in der gleichen Richtung 
untersucht. Einige Befunde mit solchen iiber die stattgehabte 
Umsetzung sind am Schlu8 des experimentellen Teiles kurz 
mitgeteilt. Uber weitere Ergebnisse wird demniichst berichtet. 
Die biologische Priifung der einzelnen Guanidinoverbindungen 
sind im Gange. Wir bitten, uns einstweilen die Weiterverfolgung 
der geschilderten Beobachtungen zu iiberlassen. 


















































Experimenteller Teil. 


Darstellung von Guanidinoessigsaureanhydrid (Glykocyamidin), 


NH-CO 
NH=C6 |i 
\NH-CH, 
5,15 g (2 Mol) wasserfreies, krystallines Guanidin (aus dem 
Carbonat) wurden bei 0° langsam mit 18 g (1 Mol.) gut ge- 


1) Vgl. hierzu auch J. Kapfhammer u. R. Eck, Diese Zs. Bd. 170, 
S. 294 (1927). 
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trocknetem Glykokollathylester verriihrt. Es erfolgte unter 
starker Ammoniakentbindung milchig tribe Lésung. Durch 
die Reaktionswirme liefen wir die Temperatur auf etwa 25° 
steigen. Ks trat dabei véllig klare Lésung ein. Alsbald er- 
folgte ein krystalliner Niederschlag. Das Gemisch gab nach 
30 Minuten nur mehr wenig Ammoniak ab und hatte dann 
0,5 g¢ an Gewicht verloren. Nach langerem Stehen bei 0° 
wurde abfiltriert, mit kaltem Alkohol nachgewaschen und 
aus heiBem Wasser (zu 33°/, loslich) umkrystallisiert (3,1 ¢ 
Ausbeute). Die spitzen Nidelchen fairbten sich nach dem 
Trocknen bei 100° gegen 200° dunkel und verkohlten ohne 
zu schmelzen. Sie reduzierten Fehlingsche Lésung, bildeten 
kein Kuptersalz und lieferten ein in Stabchen krystallisierendes 
Pikrat, Schmelzp. 195° (unkorr.) 

0,1039 g getr. Substanz lieferten 0,1397 g CO, und 0,0489 g H,O. 


C,H,ON, (99) Ber. 36,36°/, C 5,09°/, H 
Gef. 36,67 ,,_,, 5,26 ,, ,, (noch mit Spuren 
Biuretbase, die als Nebenprodukt erscheint, verunreinigt!) 


Die Substanz reagierte ganz schwach basisch und lieferte 
nach van Slyke keinen Stickstoff. Die Jaffésche Reaktion 
ist positiy. 


Darstellung von d,l-5-Isobutyl-2-imino-4-oxo-tetrahydroimidazol, 
(d,l-Anhydro-{@-guanidino-isocapronsaure)), 
NH—CO 


| 
NH—CH 
CH, 
| 
oH 


NH=C 


CH, CH, 

Wie beim eben beschriebenen Versuch, bildete sich beim 
Zusammenbringen von 1,18 g Guanidin und 6,4 g d,l-Leucin 
Athylester unter Ammoniakabspaltung ein krystalliner Nieder- 
schlag. Die Temperatur stieg bei der Reaktion auf 18°. Der 
ganze Vorgang beanspruchte mehr Zeit als beim vorhergehenden 
Versuch. Die Abscheidung wurde erst am andern Tag abfiltriert, 
gewaschen und aus heiBem Wasser mehrmals umkrystallisiert 
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(1,15 g Ausbeute). Die farblosen Niadelchen enthalten 0,75 Mol 
Krystallwasser. Aus Alkohol erhalt man lange, wasserfreie 
Stabchen. 


64,240 mg Substanz verlieren bei 105° im Vakuum 4,960 ing 
Wasser. 


C,H,,ON, + H,O (173,1) 
Ber. 10,4,°/, H,O Gef. 17,7°/, H,O, das sind 74°/, der ber. Menge. 
Die aus Wasser gewonnene Substanz sintert gegen 240° 
und ist bei 248° geschmolzen. Sie reagiert gegen Lackmus 
schwach alkalisch, gibt die Pikrinsiurereaktion mit Sodalésung 
und bildet kein Kupfersalz. 


0,07209 g wasserfreier Substanz ben. 13,80 ccm n/10-H,SO,-Lésung. 


0,11450 g ‘ ,,  lieferten 0,2254 g CO,, 0,0883 g H,O 
C,H,,O0N, (155,1) 
Ber. 54,16°/, C 844°, H 27,099), N 


Gel. 88.7 4 » B88 « » MS « « 
Pikrat aus heibem Wasser in feinen, hellgelben Nidelchen, 
Schmelzp. 167—169°. 


8,830 mg getr. Substanz lieferten 0,77 cem N bei 733 mm und 24°. 
Pe OAs LO Ber. 21,89°/, N Gef. 22,2°/, N. 


Darstellung von d,/-[2-Imino-4-oxo-tetrahydroimidazolyl-5|- 
propionsaures Guanidonium, (d-Anhydro-]a- guanidino-glutar- 
saures Guanidonium), 


_NH—CO 
NH=C¢ | 
\NH—CH 
CH, 
i 
GH, 
, _NH, 
COOH- CNH 
NH, 


1,1 g Guanidin wurden in der Kalte mit 3,8 g (1:1 Mol) 
frisch destilliertem d-Glutaminsaurediathylester tibergossen und 
verriibrt. Unter Wirmeentbindung und geringer Ammoniak- 
entwicklung (wahrscheinlich bildete ein Teil des Esters Amid) 
erfolgte sehr rasch die Abscheidung eines mikrokrystallinen, 
farblosen Produkts, dessen Untersuchung noch aussteht. Aus 
wenlg heiBem Wasser krystallisierte es wahrscheinlich unter 
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Verseifung in schén ausgebildeten rhombischen Stibchen, die 
sich gegen 195° verfarbten und bei 202° (scharf) zur hellgelben 
Fliissigkeit schmolzen. In heiBem Wasser ist der Kérper sehr 
leicht, in kaltem gut und in Alkohol sehr schwer léslich. Mit 
Pikrinsaiure fallt Guanidinpikrat (Schmelzp. 306° unter Zersetz.). 
Ber. 29,3°/,N  Gef. 29,18°/, N. 

Ks liegt also ein Guanidoniumsalz vor. Die Krystalle aus 
Wasser enthalten nach der N-Bestimmung 2 Mol Krystallwasser. 

0,0720 g lufttrockne Substanz ben. 16,55 cem n/10-H,SO, Lisung. 
C,H,O,N,, CH,N, + 2H,0 (266) Ber. 31,60°/,N  Gef. 32,2°/, N. 

0,1618 g bis zur Gewichtskonstanz getr. Substanz lieferte 0,2188 g 
CO, und 0,0893 g U0. 


C,H,0,N,, CH,N, (230,1) Ber. 36,50°/, C 613°, H 
Gef. 36,8 ,, ,, Os: w 


Das Salz ist optisch aktiv. 1 dm einer Lésung von 
0,1160 ¢ wasserhaltiger Substanz, auf 1,16 cem in Wasser 
gelést, zeigt fiir C,H,O,N,, CH,N, + 2H,O 

ab =— 1,62° (— 0.01°); [elb> = — 16,2° (+ 0,19. 

Ferner untersuchten wir verschiedene Aminosiureester 
und Polypeptidester bzw. deren Hydrochloride in ihrem 
Verhalten gegeniiber konzentrierter alkoholischer Lésung von 
iiberschiissigem Guanidin und bestimmten die freigewordene 
Ammoniakmenge.') Vgl. die Ergebnisse in der 8.58 mitgeteilten 
Tabelle. 


Priifung des Verhaltens von Cyanamid gegen Glykokollathylester. 


Ya 


Cyanamid wurde aus technischem ,,Kalkstickstoff* durch 
Zerlegung mit Kohlensiure und mehrmalige Atherbehandlung 
des im Vakuum zur Trockene gebrachten Filtrats in Krystallen 
(Schmelzp. 40°) gewonnen. 

1. Versuch. 1,7 g gut getrockneten, frisch destillierten 
Glykokollithylesters listen bei 0° spielend leicht ein Aqui- 
valent, 0,7 g, Cyanamid. Dabei fiel die Temperatur um etwa 2°. 
Eine sichtliche Verinderung, Abscheidung einer weiBen Masse, 
trat bei einer kleinen Probe erst nach dem Erhitzen auf 100° 

') Die geringe Menge Ammoniak, die von Guanidin selbst unter den 


ieweiligen Bedingungen gelicfert wird, ist bei den Prozentangaben bereits 
beriicksichtigt. 
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3 | stot bei | Abgespalten 
x Mol Substanz ie, Zimmertemp.} 
As s<| Zeit) ,, | Zeit) 
8 & S | Stdn. ° | Stdn. 
0,002 Glykokollithylester, HCl . . . | 0,006 2,0 46,4 | 0,2 | 49,0 
0,018 6,5 78,0 | 0,2 | 99,0 
0,042 | 4,0 80,0 | 0,2 | 99,0 
0,002 d,l-Leucinithylester, HCl] . . .j 0,006 4,5 42,0 | 0,16 | 42, 
0,002 a-Aminomyristinsdureithy lester, 
ee ee — — 0,3 | 49,5 
0,001 1-Cystindiithylester, 2HCl. . . 0,006 5,0 46,0 | (Zersetzung 
0,004 4 . ~~) Om 50 6490 1( ,, 
Porhwosetst . 1 ss se es 0,32 6,0 55,0 | ( os 
0,002 d,l-Tyrosinmethylester, HCl . .{ 0,006 0,3 | 21,0 | 0,16 | 55,0 
0,01 : » » «4 O88 7,3 58,0 | 0,16 68,0 
0,002 1-Histidinaithylester, 2HC! . . .] 0,006 6,5 345 — — 
Pottguseist 2. ww tlw tl of OB 2,0 | 8%, -- — 
Newer Ansatz ....... . «| O0@4 3,5 | 68,0 | 0,16 | 78,5 
0,002 Glycyl-glycinithylester, HCl . .j| 0,006 1,0 0,0 } 0,16 0,0 
0,002 d,l-Leucyl-glycinathylester, HCl . 0,006 0,5 0,0 | 0,16 | 90,0 
0,002 d,l-Leucyl-glycyl-glycinithylester, 
_ ae ee re, Ct ; 0.3 0,0 | 0,16 0,0 


ein. Die Hauptmenge blieb iber Nacht stehen. Dann konnten 
0,45 g krystalline Abscheidung abgenutscht werden. In heiBem 
Alkohol waren davon 0,15 g léslich. Der nochmals mit Alkohol 
ausgekochte Riickstand (Blattchen) 0,28 g, war in heibem Wasser 
gut, in kaltem ziemlich schwer und in Alkohol sehr schwer 
léslich. Die Biuretreaktion ergab rosa Farbung, gegen Lackmus 
reagierte die Substanz schwach alkalisch, die Reaktion nach 
Jaffé fiel stark positiv, die mit Ninhydrin negativ aus. Das 
Produkt firbte sich von 230° an dunkler und war bei 300° 
noch nicht geschmolzen. 

Weder dieser Kérper, noch das aus heifem Alkohol ge- 
wonnene Gemisch, das in Wasser leicht léslich war und sich 
daraus zum Teil in Krystallen obiger Eigenschaften abschied, 
lieferten mit waBriger Pikrinsiure das relativ schwer lésliche 
Pikrat des erwarteten Glykocyamidins. 


1) Die Zeitangaben bedeuten nicht immer das Minimum, weil die 
Versuche nicht in allen Fallen rechtzeitig abgebrochen werden konnten. 
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2. Versuch. Der obige Versuch wurde mit nochmals ge- 
trockneten Ausgangsmaterialien wiederholt. Nach 2 Stunden 
(im Vers. 1 konnte diese Zeit nicht abgewartet werden) hatten 
sich 0,18 g eines krystallinen Stoffes abgeschieden. An heifen 
Alkohol wurden nur etwa 0,03 g abgegeben. Der Riickstand 
verhielt sich wie die entsprechende Fraktion im 1. Versuch, 
nur fiel die Biuretreaktion mehr violett aus und die alkalische 
Reaktion war noch schwicher. Der nach Kjeldahl bestimmte 
Stickstofigehalt zu 24,6°/, (53,4 mg bei 100° getrockneter Sub- 
stanz bendtigten 9,40 com n/10-H,SO,-Lésung) entspricht dem 
des Glycinanhydrids (24,57°/, N ber.). Hierfiir spricht auch 
das obige Verhalten. Die Substanz farbt sich von 245° an 
dunkler und verkohlt. (Die Xanthoproteinreaktion ist negativ.) 
Die Verunreinigung mit Biuretbase ist offenbar sehr gering. 
Aus waiBriger Pikrinsiurelésung wurde auch hier kein Glyko- 
cyamidinpikrat erhalten. 

3. Versuch. 1g Ester und 0,4 g Cyanamid (1:1 Mol) 
wurden in 10 com absolutem Ather bei Zimmertemperatur be- 
lassen. Nach 24 Stunden war die Liésung noch so klar, wie 
zum Beginn des Versuchs. Innerhalb der niichsten 48 Stunden 
hatten sich nur wenig kleine Drusen krystalliner Substanz 
abgeschieden. 

4. Versuch. In 1g Glykokollithylester lésten wir 0,4 g 
Cyanamid (1:1 Mol) und setzten dann bei Zimmertemperatur 
etwa 0,05 g (etwa 1/,, Mol) Guanidin zu. Die Losung roch 
nur sehr schwach nach Ammoniak. Erst nach einer Stunde 
begann sich eine krystalline Substanz auszuscheiden. Nach 
2 Stunden konnten bereits 0,75 g abgenutscht werden. In 
heiBem Alkohol lésten sich etwa 0,35 g. Mit Pikrinsdiure heb 
sich aus diesem in kaltem Wasser gelésten Alkoholextrakt 
reichlich Guanidinpikrat (Zersetzungsp. 320°) und wenig Glyko- 
cyamidinpikrat (Schmelzp. 200°) gewinnen. Der in Alkohol 
schwer lédsliche Riickstand betrug 0,4g und glich in Stickstoff- 
gehalt und Verhaltem dem bei der Kinwirkung von Guanidin 
auf Glykokollithylester entstehenden Rohprodukt (36,2°/, N — 
nach Kjeldahl — 0,0903 g bendtigten 23,37 ccm n/10-H,SO,- 
Lésung). Aus seiner wiBrigen Lésung, die als Verunreinigung 
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Glycinanhydrid und wenig Biurethase enthielt, wurde das 
Pikrat des Guanidinoessigsiiureanhydrids (Schmelzp. 200 — 205° 
in guter Ausbeute erhalten. 

Nach dem Stickstoffgehalt des Rohprodukts berechnet sich 
die Gesamtmenge an Cyamidin auf etwa 0,28 g. Der zu- 
gefiigten Guanidinmenge wiirden bei 100°/,igem Umsatz aber 
nur 0,084 g entsprechen. Cyanamid hat sich also unter diesen 
Bedingungen an der Synthese des Glykocyamidins beteiligt. 

5. Versuch. Von 3,5g Ester, der 1,4 g Cyanamid (1:1 Mol) 
gelést enthielt, lieben wir bei 16° 0,05 g (etwa 3/,, Mol) ge- 
trocknetes Ammoniakgas absorbieren. Die Temperatur blieb 
dabei konstant. Nach etwa 30 Minuten begannen sich farblose 
Krystallwirzchen abzuscheiden. Nach 8 Stunden erfiillten sie 


die ganze Fliissigkeit. Sie wurden scharf abgesaugt. Das auf 


Ton abgepreBte und lufttrockene Rohprodukt wog 0,42 g. Die 
makroskopisch einheitlichen Blittchen listen sich nur schwer 
in heiBem absoluten Alkohol und kaltem Wasser, gut dagegen 
in heiBem Wasser. Die Biuretreaktion fiel violett aus. Gegen 
Lackmus reagierte die Substanz sehr schwach alkalisch. Von 
250° ab farbte sie sich dunkler und verkohlte bei weiterem 
Erhitzen. Nach den iiblichen Reaktionen und dem Stickstofi- 
gehalt 24,2°/, (nach Kjeldahl — 49,4mg bendtigten 8,53 com 
n/10-H,SO,-Lésung) lag mit biuretbase sehr wenig verunreinigtes 
Glycinanhydrid vor. Mit waBriger Pikrinsiiure konnte Guanidino- 
essigsiureanhydrid nicht nachgewiesen werden, ebensowenig 
Juanidin, 

6. Versuch. 5 cem der atherischen Lésung des Versuchs 3 
versetzten wir nach 24 Stunden mit 1 ccm itherischer Ammoniak- 
Jésung (4 ccm n/10-NH, enthaltend, also etwa 1/,, Mol) und 
lieBen bei Zimmertemperatur stehen. Die Abscheidung der 
Krystallwarzchen erfolgte im selben MaBe wie bei der iibrigen 
Lésung des 38. Versuchs. 

Nach Versuch 5 und 6 ist die Bildung von Guanidin bei 
den gegebenen Bedingungen aus Cyanamid und Ammoniak als 
unwahrscheinlich zu betrachten. 
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Zur Kenntnis des Spermins VII. 
Von 


Fritz Wrede, Erich Strack und Otto Hettehe. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 6. November 1927.) 


Zur Charakterisierung des Spermins eignet sich vor allem 
das schwer lésliche Phosphat C,,H,,N,-2H,PO,+ 6H,O sowie 
das Chloraurat C,,H,,N,-4HAuCl, Aus dem Phosphat, als 
welches das Spermin zweckmaéBig aus dem Gewebe isoliert 
wird, wurde friiher nach einer ziemlich umstindlichen Methode 
das salzsaure Salz und die freie Base gewonnen.') Da zur 
Anstellung gewisser Reaktionen und Untersuchungen gréBere 
Mengen der freien Base, des Chlorhydrats und des Nitrats er- 
forderlich waren, wurden Methoden ausgearbeitet, die auf sehr 
einfachem Wege die Darstellung obiger Koérper erlaubten. 
Diese Methoden mégen im experimentellen Teil beschrieben 
werden. 

Die Wirkung des Spermins auf den Organismus ist unter- 
des von mehreren Seiten in Untersuchung genommen worden. 
Im folgenden sind einige Derivate des Spermins beschrieben, 
die uns in bezug auf ihre pharmakologische Wirkung inter- 
essierten. So wurde versucht, die Aminogruppen des Spermins 
in Guanidingruppen zu verwandeln. Die des 6fteren geiibte 
Methode, Cyanamid zu addieren, fiihrte beim Spermin zu einem 
Gemenge verschiedener K6rper, die sich nur schwer voneinander 
trennen lieBen. Eine sehr glatte Reaktion wurde erzielt, als 
freies Spermin in alkoholischer Lésung mit dem Hydrojodid 


1) Wrede, Diese Zs. Bd. 153, 8. 304 (1926). 
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des Methylpseudothioharnstoffs umgesetzt wurde.') Es entstand 
in fast quantitativer Ausbeute das Diguanid des Spermins: 
/NH-HJ 
NH,(CH,),NH(CH,),NH(CH,),NH, + 2CSCH, = 


\NH, 
NH(CH,), NH(CH,),NH(CH.),NH 
| | 
C=NH C=NH + 2CH,SH . 
| | 
NH, -HJ NH, -HJ 


Dieses Diguanid la8t sich leicht nach Zugabe von noch 
zwei weiteren Molekiilen Jodwasserstoff als schén krystallisiertes 
Salz isolieren. Aus dem Hydrojodid wurde durch Umsetzen 
mit Chlorsilber das krystallisierte Hydrochlorid gewonnen, aus 
diesem das schwer lodsliche, prachtvoll krystallisierte Chloro- 
aurat, aus dem Hydrojodid mit Silberoxyd die freie Base 
selbst. — Das Diguanid ist in Form seiner Salze durchaus 
bestindig, durch freie Mineralsiuren wird es aber bald zerlegt. 
Uber seine Wirkung auf den Organismus soll spiter berichtet 
werden. Erwiahnt sei hier nur, daB es ziemlich toxisch wirkt. 
Kine Menge von 20 mg bewirkt bei einem Kaninchen Lih- 
mungen und T’od nach mehreren Tagen. 

Bei der Einwirkung von Schwefelkohlenstoff auf freies 
Spermin hatten wir die Bildung eines interessanten Ring- 
schlusses beobachtet, woriiber weiter unten berichtet werden 
soll. Wir lieBen auch auf das Diguanid des Spermins Schwefel- 
kohlenstoff einwirken; hier erfolgte jedoch nur die Bildung 
einer Dithiocarbamidsiure, die sich gegen je eine Imidgruppe 
des Spermins innerlich absittigt: 

NH(CH,),NH(CH,),NHiCH,),NH 
NH=C¢ ! O=NH. 
NH—C—SH HS——C-—-NH 
| | 
S S 

Die Verbindung wird schon durch verdiinnte Kssigsiure 
leicht zerstért. Sie erwies sich ebenfalls als recht giftig. 

Wird freies Spermin in Alkohol gelést, und mit Schwefel- 





1) Wheeler u. Jamieson, Jl. of Biol. Chem. Bd. 4, S. 111 (1908); 
Chem. Zbl. I, S. 1467 (1908). 
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kohlenstoff einige Stunden auf 100° erhitzt, so erfolgt fast 
quantitativ die Bildung eines Korpers von der Formel C,,H,.N,S,. 
Diese Verbindung hat schwach basische Kigenschaften, sie lést 
sich leicht in Mineralsiure, ]iBt sich aus dieser Lésung durch 
Zugabe von Wasser oder von Alkali in schén krystallisierter 
Form abscheiden. Auf Grund der Bildungsweise, der Summen- 
formel, und der Molekulargewichtsbestimmung muB ihr wohl 


die Konstitution: 


H, H, 
Cc 
ms, y 
H.C CH, H.C ~=—_—dC#H, 
| | 
HN  N-—CH,-CH,-CH,-CH,-N NH 
ee \C7 
| ! 
S S 


zugeschrieben werden. Der Kérper wird durch Permanganat 
und andere Oxydationsmittel ziemlich leicht angegriffen. Bei 
der Einwirkung von Wasserstoffsuperoxyd entsteht (allerdings 
in mafiger Ausbeute) ein Kérper von der Formel C,,H,,N,S,0,. 
Die Untersuchung dieses Kérpers ist im Gange. Wabhrschein- 
lich handelt es sich um die Aufsprengung eines Ringes, Ab- 
oxydation eines Kohlenstoffs und Lactonbildung, sowie um eine 
Oxydation der Schwefelatome. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des freien Spermins. Das krystallisierte 
Phosphat wird mit 30°/,iger Kalilauge verriihrt. Dabei scheidet 
sich das Spermin zum Teil in 6liger Form auf der Fliissigkeit 
ab. Es wird nun mehrmals mit Chloroform ausgeschiittelt. 
Die Chloroformausziige werden filtriert und auf dem Wasser- 
bade eingedampft. Der zuerst 6lige Riickstand erstarrt nach 
kurzer Zeit zu einer Krystallmasse. — Das freie krystallisierte 
Spermin ist an der Luft zerflieBlich und zieht mit Begierde 
Kohlenséure an. Es lost sich sehr leicht in Wasser und 
niederen Alkoholen sowie in Chloroform, kaum in Ather. 


Schmelzp. etwa 66°. 
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Darstellung des Spermin-chlorhydrats. Das Phos. 
phat wird in wenig 20°/,iger Salzsiiure gelést und langsam 
mit Alkohol versetzt. Das Chlorhydrat krystallisiert fast quan- 
titativ aus. Zur eventuellen Reinigung wird es in etwas Wasser 
gelést, das Filtrat wird mit wenig konzentrierter Salzsiure und 
mit viel Alkohol versetzt, worauf Krystallisation erfolgt. Das 
Chlorhydrat hat die Zusammensetzung C,,H,,.N,-4HCI; es lost 
sich leicht in Wasser. 

Darstellung des Spermin-nitrats. Das Chlorhydrat 
wird in Wasser gelést und mit der berechneten Menge Silber- 
nitrat versetzt.. Nach einigem Schiitteln wird filtriert, das 
Filtrat wird zur Entfernung von noch eventuell vorhandenem 
Silber mit Schwefelwasserstoff behandelt. Dann wird im Va- 
kuum eingedampit; der Riickstand wird mit Alkohol verrieben 
und abgesaugt. Es kann aus wenig Wasser durch Zugabe 
von Alkohol umkrystallisiert werden. — Das Nitrat bildet 
weibe, derbe Krystalle von der Formel C,,H,,N,-4HNO,, die 
sich leicht in Wasser lésen, 

Spermindiguanid-jodhydrat. 2 g freies Spermin 
werden mit einer Lésung von 2,2 g Methylpseudothioharnstoff- 
hydrojodid (durch Zusammengeben von Thioharnstoff mit der 
entsprechenden Menge Jodmethyl in methylalkoholischer Lésung 
bereitet) in mdglichst wenig absolutem Alkohol versetzt. Es 
entsteht reichlich Methylmercaptan. Nach etwa 3 Tagen be- 
ginnt die Abscheidung einer weiBen, krustenformigen Krystall- 
masse; dies ist die Verbindung des Diguanids mit 2 Molekiilen 
Liensiiciails 

22,31 mg Substanz gaben 18,500 mg oe 


2,744 mg - » 0,456 cem N (765 mm, 17°). 
C,,H,,N,°2 HJ (542,1) Ber. 46,82 °/, J 20,66 °/, N 
Gef. 44,82 19,69 


Nach etwa 5tagigem Stehen wird die Fliissigkeit von den 
Krystallen abgegossen und im Vakuum zu einem diinnen Sirup 
eingedampft. Der Riickstand wird in etwa 50 ccm Wasser 
gelést, in dieser Lésung werden dann auch die spontan aus- 
geschiedenen Krystalle (das Dijodhydrat) mit aufgenommen. 
Nun wird mit Jodwasserstoff gegen Lackmus neutralisiert und 
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im Vakuum eingedampft. Der krystallinische Riickstand wird 
mit heiBem Alkohol aufgenommen und vorsichtig mit Ather 
versetzt. Die ausfallenden Krystalle werden nochmals in heigem 
Alkohol gelést und mit Ather zur Fallung gebracht, wodurch 
sie rein und fast farblos erhalten werden. Die Ausbeute ist 
recht gut. Die Substanz wird bei 80° im Vakuum getrocknet. 

25,841 mg Substanz brauchten 17,42 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
10,47 cem n/10-Ba(OH), fiir H.') 

42,984 mg Substanz gaben 50,450 mg AgJ. 

C,.H,.N,:4Hd (797,9) Ber. 18,05 °/, C 4,29 °/, H 63,63 °/, J 
Gef. 17,23 4,09 63,43, 

Die Substanz bildet schwach gelb gefarbte Nadeln, die 
sich leicht in Wasser und in heiBem Alkohol lésen. In Ather 
ist sie unléslich, Beim Erhitzen schmilzt sie bei etwa 217°. 

Spermindiguanid-chlorhydrat. Das Jodhydrat wird 
in Wasser gelést und mit einem kleinen UberschuB frisch ge- 
fallten Silberchlorids einige Stunden geschiittelt. Das Filtrat 
wird mit Schwefelwasserstoff von eventuell gelésten Spuren 
Silber befreit und im Vakuum eingedampft. Das Chlorhydrat 
wird aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert. 

2,010 mg Substanz gaben 0,440 cem N (757 mm, 19°). 

C,,.H39N,°4 HCl (432,1) Ber. 25,94°/, N 
Gef. 25,49 

Der Kérper bildet weiBe Krystallnadeln, die in Wasser 
leicht, in Alkohol schwer léslich sind. 

Spermindiguanid-chloroaurat. Das Chlorhydrat wird 
in Wasser gelést, mit etwas Salzsiure und so lange mit 
20°/,igem Goldchlorid versetzt, als noch ein Niederschlag ent- 
steht. Durch vorsichtiges Erwarmen wird dieser wieder in 
Lésung gebracht. Beim Abkihlen krystallisiert das Chloro- 
aurat in langen Nadeln aus. 


53,081 mg Substanz brauchten 7,82 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
11,08 eem n/10-Ba(OH), fiir H. Riickstand 25,404 mg Au. 


4,409 mg Substanz gaben 0,274 cem N (751 mm, 21°), 
9,285 mg " » 4,420 mg Au. 
7,699mg sy, » 8,665 mg ,, 


1) Analyse nach Lindner, Zs. analyt. Chem. Bd. 66, S, 305 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIII. 5 
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C,,H,,N,-4HAuCl, (1646,5) 

Ber. 8,74°/, C 2,08°/, H 6,81°/, N 47,91, Au 

Gef. 8,84 2.10 7,13 47,86 

47,62 
47,62. 

Der Korper bildet goldgelbe, zentimeterlange Nadeln, die 
bei 218° sintern und je nach Erhitzen bei etwa 226° unter 
Zersetzung schmelzen. 

Freies Diguanid des Spermins. Die freie Base wird 
am besten aus der verdiinnten Liésung des jodwasserstoft- 
sauren Salzes durch Zugabe der berechneten Menge frisch 
gefallten Silberoxyds dargestellt. Nachdem etwa 2 Stunden 
geschiittelt ist, hat sich die Umsetzung vollzogen. Es wird 
im Vakuum eingedampft, die Base bleibt als farbloser Sirup 
zuriick, der stark alkalisch reagiert und an der Luft Wasser 
und Kohlendioxyd anzieht. Sie ist leicht in Alkohol léslich. 


Dithiocarbamidsaure des Spermindiguanids. Das 
freie Spermindiguanid wird in der 20 fachen Menge absoluten 
Alkohols gelést, mit etwas Schwefelkohlenstoff versetzt und 
im verschlossenen Rohr einige Stunden auf 100° erhitzt. Das 
sirupése Reaktionsprodukt verwandelt sich beim Trocknen in 
eine gelblich-weiBe pulverige Masse, die mit Alkohol und 
Ather gewaschen wird. Da der Kérper in neutralen Re- 
agenzien sehr schwer léslich ist, sich mit Siuren und Basen 
aber zersetzt, wird von einer Umkrystallisation abgesehen. Zu- 
dem erweist er sich als ziemlich rein. 

23,437 mg Substanz brauchten 14,93 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
16,97 cem n/10-Ba(OH), fiir H. 

1,656 mg Substanz gaben 0,353 cem N (760 mm, 16°), 

0,1394 g " » 90,2782 g BaSO,. 

C, Hy NS, (438,6) 
Ber. 38,30°/, C 6,90°/, H 25,55), N 29,259), S 
Gef. 38,22 7,30 25,18 27,42 


Die Substanz stellt ein hellgelbes Pulver vom Schmelz- 
punkt 160—165° dar, das sich in Wasser nicht lést. In 


Sauren list es sich leicht. Auch in etwa 20°/,iger Essig- 
siure ist es léslich, kommt aber beim Neutralisieren nicht 
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wieder heraus, so daB wohl mit einer Zersetzung gerechnet 
werden muB. 

Verbindung C,,H,,N,S,. Etwa 2 g freies Spermin 
werden in 40 ccm absolutem Alkohol gelést, die Lésung wird 
in ein Bombenrohr gegeben und mit etwa 3—4 ccm Schwefel- 
kohlenstofi versetzt. Es entsteht ein weifer Niederschlag, 
offenbar die entsprechende Dithiocarbamidsiure. Das Bomben- 
robr wird zugeschmolzen und einige Stunden auf 100° erhitzt. 
Beim Offnen entweichen groSe Mengen Schwefelwasserstott. 
Die Fliissigkeit wird von der weifgelben Masse abgegossen, 
diese in konzentrierter Salzsiure gelést und durch , Zugabe 
von Wasser krystallinisch ausgefallt. Die Substanz kann ent- 
weder aus konzentriertem LKisessig umkrystallisiert werden 
oder auch dadurch gereinigt werden, daB sie nochmals in kon- 
zentrierter Salzsiure gelést und mit Wasser krystallisiert ge- 
fallt wird. 

22,746 mg Substanz brauchten 19,02 ecem n/10-Ba(OH), fiir C und 
17,90 eem n/10-Ba(OH), fiir H. 

3,451 mg Substanz gaben 0,588 cem N (756 mm, 20°). 

2,534 mg ne 5 0,428 eem N (750 mm, 17°). 

0,0986 g a ,  0,1608 g BaSO,. 

C,,H,.N,S, (286,3) 
Ber. 50,30°/, C 7,74°/, H 19,579/, N 22.40%, S 
Gef. 50,17 7,93 19,74 22,41 
19,62 

Molekulargewichtsbestimmung: 0,1239 g Substanz in 10,0 g Phenol 

gaben 4 = 0,350° 
Mol.-Gew. Ber. 286. Gef. 254. 


Die Verbindung krystallisiert in langen Nadeln vom 
Schmelzpunkt 285° Sie ist unléslich in Wasser, Alkohol, 
Ather und Chloroform, ldslich in heiBem Eisessig und in 
Phenol. Auch in ziemlich konzentrierten Mineralsiiuren lést 
sie sich leicht, wird aber beim Verdiinnen der Lésung wieder 
abgeschieden. Durch Kaliumpermanganat wird die Liésung 
in Essigsiure entfirbt. Beim Versetzen der Substanz mit 
33°/,igem Perhydrol erfolgt eine heftige Reaktion. Beim Ab- 


kiihlen scheiden sich weibe Krystallnadeln ab. Die Mutter- 
5* 
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lauge selbst enthilt Schwefelsiiure. Die Nadeln werden ab- 
gesaugt und aus heiBem Wasser umkrystallisiert. 


19,267 mg Substanz brauchten 12,14 cem n/10-Ba(OH), fiir C und 
11,43 eem n/10-Ba(OH), fir H. 


6,562 mg Substanz gaben 8,90 mg CO, und 3,48 mg H,0. 


5,587 mg i, » 7,59mg CO, ,, 2,97 mg H,0. 

2,167 mg m 55 0,284 ccm N (764 mm, 19%), 

3,734 mg = » 0,500 cem N (757 mm, 20°). 
37,8 mg ~ 5 49,0 mg BaSQ,. 


C,,H,.N,S,0, (354,4) 
Ber. 37,25°/, C 6,25°/, H 15,81°/, N 18,10°/, S 


Gef. 37,80 5,98 15,48 17,81 
36,99 5,94 15,54 
37,05 5,95 


Die Substanz ist sehr schwer léslich in Wasser und in 
verdiinntem Ammoniak, leicht léslich in Natron- und Kali- 
lauge. Durch Mineralsiuren wird sie aus der alkalischen 
Lésung wieder ausgefillt. Auch in Alkohol, Ather, Benzol 
und Chloroform ist sie unléslich. Der Schmelzpunkt liegt bei 
etwa 305°, nachdem vorher bei etwa 250° Dunkelfarbung ein- 
getreten war. 





Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fir die Uberlassung von Mitteln, die zur Durchfihrung 
der Arbeit benétigt wurden. 





























Uber die Natur der Charcot-Leyden-Béttcher- 
Neumann-Krystalle. 


(Bemerkungen zur gleichnamigen Arbeit von Wrede-Boldt-Buch.)’) 
Von 


A. Neumann, Wien. 





(Der Redaktion zugegangen am 15. November 1927.) 


Die interessante Arbeit, in welcher die genannten Autoren 
mit gréBter Wahrscheinlichkeit nachweisen, daB die Charcot- 
Leydenschen Krystalle mit den Béttcherschen Sperma- 
krystallen identisch sind und aus Sperminphosphat bestehen, 
michte ich in einem Punkte erginzen. In dieser Arbeit 
wird nimlich gerade der interessanteste Faktor in der Genese 
der Charcot-Leydenschen Krystalle meines Erachtens un- 
geniigend behandelt, so daB der AuSenstehende den Eindruck 
bekommen koénnte, die Annahme des Zusammenhanges der 
Charcot-Leydenschen Krystalle mit den eosinophilen Blut- 
zellen des Menschen wire abgetan. Seitdem Liebreich ge- 
zeigt hat, wie aus jedem normalen menschlichen Blut in einem 
bestimmten Stadium der Halbgerinnung in der durch Zentri- 
fugieren gewonnenen angereicherten Schichte von eosinophilen 
Zellen geradezu massenhaft diese Krystalle dargestellt werden 
kénnen, ist der Zusammenhang dieser beiden Gebilde, man 
kann wohl sagen, in exakt experimenteller Weise erhirtet 
worden. Nicht, daB die Krystalle umgewandelte eosinophile 
Granula waren, aber daB sie durch ein aus den eosinophilen 
Zellen entstehendes Produkt sich bilden, erscheint durch die 


1) Diese Zs. Bd. 165, S. 155 (1927). 
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Liebreichschen Versuche mit fast absoluter Sicherheit be- 
wiesen. Kine Ausnahme bildet die Leukimie; hier diirfte 
wohl auch anderen Zellen die Bildungsfaihigkeit der Charcot- 
Leydenschen Krystalle zukommen. In diesem Sinne sind 
natiirlich die Befunde von Wrede an leukimischen Leichen- 
organen von groBter Wichtigkeit. Vielleicht aber wire es 
fir die in Betracht kommende Frage der Identitit der 
Charcot-Leydenschen Krystalle mit den Béttcherschen 
Krystallen noch wichtiger, solche Organe zu untersuchen, 
welche reich an eosinophilen Zellen sind und dabei eine 
Fundstiitte fiir die Charcot-Leydensche Krystalle abgeben. 
In einer demnichst erscheinenden Arbeit in den Folia haemato- 
logica ,jiiber den derzeitigen Stand unserer Kenntnisse von 
der chemischen Natur der Leukocytengranula“ wird auf diese 
Méglichkeit mit folgenden Worten verwiesen: ,,Ks gibt Gewebe, 
welche derart mit Charcot-Leydenschen Krystallen an- 
gefillt sein kénnen, daB man mit gewissem Recht annehmen 
kann, mindestens die Hilfte ihrer Substanz bestehe aus diesen 
Krystallen. Dazu gehdren Nasenpolypen, zwar nicht immer, 
aber besonders dann, wenn sie schleimig-gelatinése Beschaffen- 
heit bei gleichzeitiger reichlicher Anwesenheit von eosinophilen 
Zellen aufweisen. Es wire vielleicht nicht uninteressant, 
einmal an einem solchen krystallreichen Polypen festzustellen, 
ob irgendwelche bestimmte Aminosiuren, Spermin usw. dort 
besonders vertreten sind, denn es wire denkbar, daB so auf 
indirektem Wege Licht iiber die chemische Natur der eosino- 
philen Zellen und ihrer Granula geworfen werden kénnte.“ 

Einig mit Wrede und seinen Mitarbeiterinnen bin ich 
in der Mahnung zur Vorsicht bei der Beurteilung der krystallo- 
graphischen Einreihung der Krystalle, z. B. auf Grund des 
seinerzeit von Marchet abgegebenen Befundes.") 


Literatur. 


Liebreich, Emil, Le sang in vitro, Paris, Masson 1921. 
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1) Wien. med. Wochschr. Bd. 75, S. 2647 (1925). 
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Uber Alkoholgadrung. 
(XIV. Mitteilung.) 
Die Verarbeitung der mehrwertigen Alkohole durch Hefe. 


Von 


S. Kostytschew und VY, Faérmann. 





(Aus dem Laboratorium fir Biochemie d. Pflanzen d. Akad. d. Wissensch. in Leningrad.) 


(Der Redaktion zugegangen am 17. November 1927.) 


Im Jahre 1912 hat Kostytschew!) ein Girungsschema 
vorgeschlagen, welches die Bedeutung der Wasserstoffabspaltung 
bzw. Wasserstoffanlagerung im Vorgange der alkoholischen 
Girung erliutern sollte. Durch die neuere Arbeit von 
Faworsky’) wurde dargetan, daB Hefe in der Tat eine Ver- 
schiebung der Wasserstoffatome in Molekiilen einiger Stoffe 
bewirken kann, Es ist also sehr wahrscheinlich, daB bei der 
alkoholischen Zuckervergirung locker gebundener Wasserstoff 
entsteht. 

Ist nun die Hefe tatsiichlich befaihigt, den Wasserstoff 
der sekundiren Hydroxylgruppen beweglich zu machen, so 
liegt die Annahme nahe, daB einige Stoffe, die bei Sauerstoff- 
abschlu8 durch Hefe unangreifbar sind, bei reichlichem Sauerstoff- 
zutritt sich in vergirbare Zuckerarten verwandeln, wenn der 
Sauerstoff als Wasserstoffacceptor wirkt. Auf diese Weise 
kann z. B. Mannit in Fructose und Glycerin in Dioxyaceton 
iibergehen. Diese Produkte der Wasserstoffabspaltung kénnen 
dann durch Hefe in normaler Weise vergoren werden. 





1) S. Kostytschew, Chem. Ber. Bd. 45, S. 12839 (1912); Diese 
Zs. Bd. 79, 8.130 und 359 (1912), Bd. 83, S. 93 (1913), Bd. 111, S, 132 
(1920); Biochem. Zs. Bd. 64, S. 237 (1914) u. a. 
*) A. Faworsky, Bull. Soc. chim. France sér. 4, t. 39, p. 216 (1926). 
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Auf Grund dieser Erwigungen haben wir versucht, eine 
teilweise Vergiirung von Mannit und Glycerin bei reichlichem 
Luftzutritt zu erzielen. Der Erfolg dieser Versuche war von 
vornherein wahrscheinlich, da Lwow?) bereits friiher eine 
Alkoholbildung aus Mannit in Gegenwart von Methylenblau 
beobachtete. Es ist kaum zweifelhaft, da8 Methylenblau hier- 
bei als Wasserstoffacceptor diente. Die weiter unten be- 
schriebenen Versuche zeigen in der Tat, da’ sowohl Mannit 
als Glycerin durch Brauereihefe im Luftstrome zu Athylalkohol 
und Kohlendioxyd vergoren werden. Die Menge der gebildeten 
Garungsprodukte wird durch die Wasserstoffbindung an den 
Luftsauerstoff limitiert und diirfte durch Anwendung kriftigerer 
Wasserstoffacceptoren wohl gesteigert werden. 

In den meisten Versuchen haben wir frisch ausgewaschene 
und abgepreBte Brauereihefe in Wasser bzw. Mannit- oder 
Glycerinlésung suspendiert, in die Chudiakowschen GefiBe *) 
hineingetan, durch die GefiiBe einen ununterbrochenen Luftstrom 
geleitet und CO, in Pettenkoferschen Réhren*) absorbiert. 
Um eine Verdunstung des Alkohols wihrend der Luftdurchleitung 
zu verhiiten, haben wir zwischen dem VersuchsgefiB und den 
Absorptionsréhren je zwei in schmelzendes Eis versenkte 
Schlangenkiihler eingeschaltet. Die Priifung dieser Kiihler 
zeigte, daB deren Wirkung selbst bei groBer Geschwindigkeit 
des Luftstromes tadellos ist.*) Wir betonen ausdriicklich, daB 
die soeben beschriebene VorsichtsmaBregel bei derartigen Ver- 
suchen durchaus unentbehrlich ist. 

Der Alkohol wurde nach SchluB des Versuches durch 
Destillation abgetrennt und in Gegenwart von Calciumcarbonat 
rektifiziert. Zu quantitativen Alkoholbestimmungen bedienten 
wir uns der bekannten Methode von Nicloux. In einigen 
Versuchen haben wir Hefe mit Wasser bzw. Mannitlésung in 
eine teigartige Masse verwandelt und dieselbe auf Streifen von 





1) §. Lwow, Tageb. d. I. Kongr. d. russ. Botan. S. 62 (1921). 

*) §. Kostytschew, Pflanzenatmung, 8. 27 (1924). 

3) §. Kostytschew, Pflanzenatmung, S. 29ff. (1924). 

*) Vgl. dazu S. Kostytschew und P. Eliasberg, Diese Zs. 
Bd. 111, S. 141 (1920). 
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Josephpapier geschmiert. Dieses Verfahren hatte den Zweck. 
die Aeration méglichst zu steigern. In diesen Versuchen scheint 
die Mannitoxydation in der Tat eine stiirkere zu sein. 

Nur in den beiden ersten Versuchen haben wir eine uns 
unbekannte Heferasse verwendet; die weiteren Versuche wurden 
mit der reinen Heferasse I ausgefiihrt, die ein hohes Oxydations- 
vermégen besa und eine betrichtliche Menge von Atmungs- 
material enthielt; infolgedessen war immer selbst auf reinem 
Wasser eine reichliche CO,-Produktion zu verzeichnen, doch 
blieb hierbei die Alkoholbildung geringfiigig. Die mit Mannit 
oder Glycerin versetzten Hefeportionen erzeugten regelmibig 
groBere Alkoholmengen, und zwar ging die Alkoholbildung aus 
Mannit und Glycerin namentlich bei reichlicher Luftzufuhr vor 
sich. In einigen Fallen haben wir die Versuchslésungen mit 
Phosphatgemischen versetzt, wodurch die Verarbeitung sowohl 
von Mannit als von Glycerin erheblich gesteigert wurde. 

Nun folgt die Beschreibung einiger typischer Versuche. 


Versuch 2, 


Zwei GefiBe A und B mit je 50 g abgepreBter Hefe und 
170 ccm Wasser. Beide Portionen wurden 16 Stunden im 
Luftstrom belassen, dann wurde das GefiB B mit 4,25 ¢ Mannit 
versetzt und beide GefaBe verblieben noch 24 Stunden im 
Luftstrome. 





—_— CO, nach 16 Stdn.|CO, nach 24Stdn.| Summe Alkohol naen 
in mg in mg in 40 Stdn. | 40 Stdn. in mg 

A 79,2 148,0 227,2 136,7 

B 76,8 241,6 318,4 236,6 














Die Portion B zeigt eine Mehrproduktion von 91,2 mg CO, 
und 99,9 mg Alkohol. 


Versuch 9. 
Versuchsdauer 64 Stunden. Luftstrom. 


A. 30g Hefe in 60 ccm Wasser. CO, 709 mg; Alkohol 126 mg. 
B. 30g Hefe in 60 cem Wasser mit 2,5g Mannit. CO, 794 mg; 
Alkohol 636 mg 





k, 


1t 


ws 











Uber Alkoholgiirung. 75 


Versuch 6. 


Versuchsdauer 40 Stunden. Luftstrom. 


30 g Hefe und 60 ecm Wasser. CO, 557mg; Alkohol 132 mg. 

30 g Hefe, 2,5 g Mannit und 60 cem Wasser. CO, 528 mg; Al- 

kohol 241 mg. 

C. 30g Hefe, 10g Mannit und 60 ccm Wasser. CO, 549 mg; Al- 
kohol 259 mg. 

D. 3g Hefe, 2 g Rohrzucker und 60 cem Wasser. CO, 1073 mg; 

Alkohol 717 mg. 


oS 


Versuch 3. 


Versuchsdauer 40 Stunden. 


A. 30 g Hefe, 2,5 g Mannit und 100 cem Wasser ohne Luftdureh- 


leitung; Alkohol 131 mg. 

B. 30g Hefe und 100 eem Wasser ohne Luftdurchleitung; Alkohol 
141 mg. 

C 30g Hefe und 100cem Wasser mit Luftdurchleitnng; Alkohol 


188 mg. 
D. 30g Hefe, 2,5 g Mannit und 100 cem Wasser mit Luftdurchleitung ; 
Alkohol 214 mg. 


Dieser Versuch zeigt, daB die gesteigerte Alkoholproduk- 
tion auf Mannitlésungen nur bei reichlicher Sauerstoffzufuhr 
zustande kommt. Die Hefeportionen A, B und C haben un- 
gefahr gleiche Alkoholmengen erzeugt. Der folgende Versuch 
liefert einen Beweis dafiir, daB die Mehrproduktion von Alkohol 
auf Mannitlésungen noch scharfer hervortritt in Versuchen 
mit gesteigertem Luftzutritt. 


Versuch 8. 


Versuchsdauer 40 Stunden. 3 Portionen zu je 20g Hefe 
und 10ccm Wasser bzw. Lésung von 2,5g Mannit in 10 ccm 
Wasser. Die teigartige Masse wurde auf Streifen von Joseph- 
papier gleichmibig aufgetragen und in die Chudiakowschen 
GefaiBe hineingetan. 

A. Hefe mit Wasser. CO, 618 mg; Alkohol 30 mg. 


B. Hefe mit Wasser. CO, 520 mg; Alkohol 60 mg. 
C. Hefe mit Mannitlésung. CO, 525 mg; Alkohol 175 mg. 


ON Bite 





































76 S. Kostytschew und V. Faérmann, 


In allen vorstehenden Versuchen haben die Mannitportionen 
zwar gréBere Alkoholmengen gebildet, als die Kontrollportionen, 
doch wurde die CO,-Produktion durch Mannitgabe nicht ge- 
steigert. Dies ist wohl darauf zuriickzufiihren, daB die zu 
unseren Versuchen verwendete Hefe eine erhebliche Menge 
von leicht oxydierbarem Atmungsmaterial enthielt, welches bei 
reichlichem Luftzutritt bedeutende CO,-Mengen lieferte, und 
zwar ohne gleichzeitige Alkoholbildung. Dieses Material ist 
wahrscheinlich kein Zucker, da die Zuckergabe im Versuch 6 
nicht nur die CO,-Produktion, sondern auch gleichzeitig die 
Alkoholbildung stark gesteigert hat. 

In folgenden Versuchen haben wir die Hefe auf folgende 
Weise vorbehandelt: reine frische Bierhefe wurde im Wasser- 
strome ausgewaschen, abgepreBt, in diinner Schicht auf Glas- 
platten ausgebreitet, mit destilliertem Wasser angefeuchtet, 
24 Stunden bei Zimmertemperatur belassen, dann wieder aus- 
gewaschen, abgepreBt und zum Versuch verwendet. Diese Vor- 
behandlung hatte den Zweck, das vorritige Atmungsmaterial 
der Hefe wenigstens zum Teil zu erschépfen. Es ergab sich 
in der T'at, daB die so vorbereitete Hefe auf Mannitlésungen 
gréBere CO,-Mengen ausscheidet, als auf reinem Wasser und 
zwar entspricht oft in Mannitportionen die Mehrproduktion 
von CO, derjenigen von Alkohol. 


Versuch 11. 


4 Portionen zu je 15g Hefe (auf obige Weise vorbehandelt) 
und 60 ccm Wasser mit oder ohne 2,5 g Mannit. Luftstrom. 























Kohlendioxyd inmg] cumme Alkohol 
Hefeportion nach Stunden in mg 

16 | 24 40 Stunden | nach 40 Stdn, 
A. Kontrolle. . . 35,4 | 86,4 121,8 19,1 
B. Kontrolle. . . | 35,4 | 82,0 117,4 17,0 
C. Mannit. . .. | 74,4 | 190,2 264,6 158,3 
D. Mannit. ... 60,4 | 176,4 236,8 129,3 


CO,-Uberschu8 in Mannitportionen im Mittel 131 mg. 
AlkoholiiberschuB ,, rh » 9 126 mg. 
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Versuch 12. 
Wiederholung des vorstehenden Versuches, 











Kohlendioxyd in mg Suen Alkohol 
Hefeportion nach Stunden in mg 
16 6| (4 40 Stunden | nach 40 Stdn. 

a NE RTE Sn A A a = mn we acorn nnn [a ee 
A. Kontrolle. . . 51,2 | 91,2 142,4 16,1 
B. Kontrolle. . . 50,4 | 54,4 108,8 12,3 
C. Mannit. .. . 66,4 | 182,4 248,8 130,2 
D. Mannit. ... 73,6 | 158,4 232,0 123,1 











CO,-Uberschu8 in Mannitportionen im Mittel 114,8 mg. 
Alkoholiiberschu8 in Mannitportionen im Mittel 112,4 mg. 


In folgenden Versuchen wurde der Vorgang der Mannit- 
verarbeitung durch Hefe in Gegenwart und in Abwesenheit 
von Phosphaten verfolgt. Die Hefe wurde vor dem Versuche 
ebenso behandelt, wie in Versuchen 11 und 12. Die Phosphat- 
mischungen wurden nach den bekannten Vorschriften von 
Sérensen hergestellt. Die Phosphatkonzentration war immer 
gleich 2°/,. 

Versuch 15, 

Versuchsdauer 40 Stunden. Luftstrom. Eine jede Ver- 
suchsportion enthielt 15 g Hefe und 60 ccm Wasser oder Phos- 
phatlésung mit oder ohne 2,5 g Mannit. p,, der Phosphat- 
lésung 7,3 (colorimetrisch nach Clarck und Lubs). 

















Kohlendioxydin mg} gi nme Alkohol 
Hefeportion nach Stunden in mg 
16 24 40 Stunden |} nach 40 Stdn. 

A. Phosphat. .. . 32,0 | 61,6 93,6 9 
B. Phosphat. . . . 31,2 | 63,2 94,4 10 
C. Mannit ... . 52,8 | 86,4 139,2 37 
D. Mannit ... . 60,8 | 99,2 160,0 40 
E. Mannitu. Phosphat 59,2 | 228,0 287,2 95 
F. Mannit u. Phosphat 45,6 | 227,0 272,6 71 


Versuch 16. 
Versuchsdauer 64 Stunden. Im iibrigen Wiederholung des 
vorstehenden Versuchs. p,, der Phosphatlésung 7,0. 
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Kohlendioxyd in mg | CO, im | Alkoho! 
Hefeportion nach Stunden ganzen nach 
166| 24 | 24 64 Stdn. | 64 Stdn. 
A. Phosphat. . . .{ 50,4 | 1040 | 105,6 | 260,0 r 
B. Phosphat. . . .| 560 | 17,6 1048 | 238,4 4 
C. Mannit. . . . .]| 864 | 211,2 | 275,2 572,8 153,2 
D. Mannit. . .. . 79,2 | 211,2 | 807,2 597,6 142.8 
E. Mannit u. Phosphat | 77,6 , 303,2 | 384,8 765,6 256,7 
F, Mannit u. Phosphat | 69,6 | 287,2  404,8 | 1761,2 232.7 


Die stimulierende Wirkung der Phosphate ist gewib 
spezifisch, Die Annahme, da Phosphate nur als Puffer 
wirken, ist unhaltbar, da die Reaktion der Loésung sich auch 
in Abwesenheit der Phosphate nicht verindert und anderer- 
seits sowohl schwach saure als schwach alkalische Phosphat- 
mischungen eine und dieselbe Wirkung ausiiben. Im Ver- 
suche 15 war die Reaktion der Lisung schwach alkalisch, im 
Versuche 16 aber schwach sauer. 


Die weiter folgenden Versuche wurden mit Glycerin aus- 
gefihrt. Sie ergaben dieselben Resultate wie die Versuche 
der Mannitserie. In allen Versuchen der Glycerinserie haben 
wir die Hefe vor dem Versuche hungern lassen (s. 0.). 


Versuch 17. 


Versuchsdauer 40 Stunden. Kin jedes VersuchsgefiB ent- 
hielt 15 g Hefe und 60 ccm Wasser bzw. 2°/,ige Phosphat- 
lésung. p,, der Phosphatlésung 7,0. Glycerinzusatz 2 g. 

















. Kohlendioxyd in mg Summe | Alkohol 

Hefeportion nach Stunden in mg n 

1606] 40 Stdn. | 40 Stdn. 
A. Wasser. ... . 328 | 52,8 85,6 3 
B. Wasser. ... . 28,8 {| 36,8 65,6 4 
C. Glycerin... . 58,4 | 134,4 192,8 59 
D. Glycerin... . 58,4 | 152,0 210,4 68 
E. Glycerin u. Phosph. 61,2 | 154,4 205,6 116 











| 
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Versuch 18. 


Versuchsdauer 64 Stunden. p,, der Phosphatmischung 7,3. 
Sonst dieselben Verhiltnisse. 

















CO, in mg nach Stunden | Summe | A!kohol 
Hefeportion (ava en in mg n. 
16 | 24 | 24 | 64Stdn.} 64 Std. 

A. Wasser... . . 62 | 146 | 165 373 11 
3. Wasser. .... 65 | 146 165 376 10 
C. Glycerin... . 76 | 242 | 403 721 1i2 
D. Glycerin... . 73 | 218 1 380 671 249 
E. Glycerin u. Phosphat 17 | 270 441 788 333 
F. Glycerin u. Phosphat 73 | 176 350 598 289 





Ks ergab sich also, dab auch Glycerin durch Hefe bei 
reichlichem Luftzutritt zu CO, und Alkohol verarbeitet wird. 
Durch Phosphatzusatz wird in diesem Falle nur die Alkohol- 
bildung gesteigert. Wir haben uns davon iiberzeugt, dab 
die Glycerinverarbeitung durch Phosphatgabe bei p, = 6,4 
iiberhaupt nicht beeinfluBt wird. Die stimulierende Phosphat- 
wirkung ist im allgemeinen geringer bei Glycerinverarbeitung, 
als bei Mannitverarbeitung. 


Zusammenfassung der Resultate. 


Sowohl Mannit, als Glycerin kiénnen durch Hefe zu CO, 
und Alkohol verarbeitet werden, aber nur bei reichlichem 
Sauerstoffzutritt und allem Anschein nach nur in dem Mabe, 
wie der Wasserstoff einer Hydroxylgruppe abgespalten und an 
den Luftsauerstoff gebunden wird. 

Die Moéglichkeit einer Verarbeitung von Mannit und 
Glycerin durch Hefe in Gegenwart eines Wasserstoffacceptors 
zeigt, daB Hefe das Vermégen besitzt, den Wasserstoff der 
Hydroxylgruppen zu aktivieren. Dieser Vorgang der Wasser- 
stoffaktivierung spielt wohl eine wichtige Rolle bei simtlichen 
Girungen, wie es einer von uns (K.) bereits im Jahre 1912 
dargestellt hat. 































Synthese des Kreatins aus Sarkosin und Arginin. 
Neue Synthese des Methylguanidins. 
Von 
Max Bergmana und Leonidas Zervas.’) 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fiir Lederforschung, Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. November 1927,) 

Nachdem wir kiirzlich?) iiber die Synthese des Glyko- 
cyamins aus Arginin und Glykokoll berichtet haben, be- 
schreiben wir jetzt Synthesen des Methylguanidins und des 
Kreatins. 


Methylguanidin aus Methylamin und Arginin. 


2,5 ¢ ,,Triacetyl-anhydro-arginin“*) wurden mit 100 ccm 
einer Lésung von 3g wasserfreiem Methylamin in reinem 
Ather 5 Stunden bei 20° geschiittelt. Wahrenddessen war das 
Ausgangsmaterial allmahlich in Lésung gegangen und an seiner 
Stelle hatten sich farblose Krystalle in einer Menge von 1,6 ¢g 
abgeschieden, die zunichst bei 125—130° schmolzen, sich in 
Wasser mit alkalischer Reaktion lésten und beim Kochen mit 
Natronlauge Methylamin entwickelten. Da sie andererseits 
beim Umkrystallisieren aus Essigester in ?-Acetamino-«-pipe- 
ridon (Schmelzp. 187°, C,H,,O,N,, Ber. N 17,94°/,, Gef. 
N 17,90°/,) tibergingen, so diirfte es sich um eine Vereinigung 
von #-Acetamino-a-piperidon mit Methylamin handeln. 

Das Filtrat hieryon ergab beim Einengen und nach- 
folgendem Krystallisieren aus Petrolither 0,65 g schneeweiBer, 
langer Nadeln eines Diacetyl-methylguanidins, das scharf 
bei 88° schmolz. Es wurde zur Analyse bei Raumtemperatur 
und 0,5 mm Druck iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 


1) 20. Mitteilung tiber Umlagerungen peptidéhnlicher Stoffe. 

2) Diese Zs. Bd. 172, S. 277 (1927). 

5) M. Bergmann u. H. Késter, Diese Zs. Bd. 159, S. 186 (1926); 
vgl. M. Bergmann u. L. Zervas, a. a. O. 
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3,910 mg Substanz gaben 6,605 mg CO, und 2,540 mg H,0O. 
2,305 mg ” 5, 0,532 ceem N (20°, 753 mm, nach Pregl). 
C,5H,0.N; (157,11) Ber. C 45,83°/, H 7,06° N 26,75 °/, 
ref, ,, 46,07 7,27 26,64. 


9 

Die Diacetylverbindung list sich leicht in den iiblichen 
organischen Lisungsmitteln, mit Ausnahme von Ather und Petrol- 
iither. Im Hochvakuum sublimiert sie schon bei 50—60° i 
sroBen 'Tafeln. 

Diese Acetylverbindung laBt sich leicht von ihren Acetylen 
befreien, wenn man sie mit verdiinnter Salzsiure kocht. Wir 
haben dann den Chlorwasserstoff nach dem _ Silbersulfat- 
verfahren entfernt und nach genauer Beseitigung der Schwefel- 
siiure das verbleibende, geléste Methylguanidin durch Zusatz 
der notwendigen Menge Salpetersiiure ins Nitrat iibergefiihrt, 
das aus wiBrigem Alkohol durch Zusatz von Ather in schénen 
farblosen Krystallblittern erhalten wurde. Den Schmelzpunkt 
des so erhaltenen Methylguanidin-nitrats fanden wir bei 
151° (korr.) und die Ausbeute daran war recht befriedigend 
Gulewitsch!) gibt den Schmelzp. 150° an. 

Zur Analyse haben wir bei 78° und 0,5 mm Druck iiber 
Phosphorpentoxyd getrocknet. 

7,992 mg Substanz gaben 5,230 mg CO, und 4,307 mg H,0O. 


2,208 mg re » 0,794 cem N (22°, 753 mm, ree Pregl). 
C,H,O,N, (136,1) Ber. © 17,68°/, H 5,92%, N 44,17%/, 
Gef. , 17 1,85 » 6,03 , 41,23. 


Kreatinin und Kreatin aus Sarkosin und Arginin. 

Als 8 g ,,Triacetyl-anhydro-arginin“ mit 12 g wasserfreiem, 
frisch destilliertem Sarkosin-ithylester 15 Minuten auf 55° 
unter dauerndem Schiitteln und unter AusschluB von Feuchtig- 
keit erhitzt wurden, lieB sich die Umsetzung daran erkennen, 
daB an die Stelle der kurzen derben Prismen des Ausgangs- 
materials die charakteristischen langgestreckten Prismen des 


f-Acetamino-a@-piperidons traten, welche beim Abkihlen 


auf 0° die ganze Masse in einen Brei verwandelten. Er wurde 
mit 15 ccm eines gleichteiligen Gemisches aus Essigester und 


_-— ~~ SS ee 


1) Diese Zs. Bd. 47, S. 471 (1906). 
Lloppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIII. 6 
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Ather digeriert und sofort aufs Filter gebracht und sogleicl 
mit weiteren 10 ccm desselben Gemisches sorgfaltig nach- 
gewaschen. Ausbeute 2,1 g Acetaminopiperidon, das bei 187° 
(korr.) schmolz und 18,2°/, N enthielt (Ber. 17,94°/,). 

Die Mutterlauge vom Piperidon wurde mit viel Petrol- 
ther versetzt, wobei ein Sirup ausfiel. Der Sirup und die 
iiberstehende Fliissigkeit wurden nun getrennt verarbeitet, weil 
sonst die Krystallisation des Endproduktes Schwierigkeiten be- 
reitete. Zunichst wurde der Petrolither unter geringem Druck 
verjagt und der Riickstand bei 55° und 11 mm gehalten, so 
lange noch Sarkosin-ester wegging, dann wurde in entwiissertem 
Aceton gelést, der obengenannte Sirup ebenfalls in dem gleichen 
Mittel aufgenommen, beide Lésungen vereinigt, unter geringem 
Druck verdampft und mehrmals mit Aceton versetzt und 
wieder bei 55° Badtemperatur bis zum diinnen Sirup ein- 
geengt. Als schlieBlich der Riickstand 16 Stunden im Kis- 
schrank aufbewahrt wurde, war teilweise Krystallisation ein- 
getreten. Die Masse wurde mit 8 ccm Aceton bei 0° ver- 
rieben, einige Zeit bei derselben Temperatur aufbewahrt, dic 
abgeschiedenen Krystalle abgesaugt und mit ganz wenig Aceton 
(2 ccm) gewaschen. Auf diese Weise wurden 1,75 g Diacety|l- 
kreatin-ithylester erhalten. Der Ester schmolz nach dem 
Krystallisieren aus Aceton bei 117° (korr.). Er wurde fiir die 
Analyse bei 56° und 0,5 mm _ iiber Phosphorpentoxyd ge- 
trocknet. 

5,474 mg Substanz gaben 9,885 mg CO, und 3,545 mg H,O. 

2,115 mg ” » 0,326 cem N (23°, 752 mm, nach Preg)). 

C,9H,,0,N, (243,16) Ber. C 49,359), H 7,05°/,  N 17,28°), 

Gef. ,, 49,25 1 1,25 » 17,54. 

Der Ester bildet kleine farblose Tifelchen you quadrati- 
schem Aussehen. Er lést sich leicht in Methyl- und Athy]- 
alkohol, ziemlich schwer in Wasser, Aceton und KEssigester, 
und recht schwer in Ather. 

Zur Umwandlung des Diacetylesters in salzsaures Kreatinin 
wurden 1,8g mit 10 ccm rauchender Salzsiiure (D 1,19) 1 Stde. 
im geschlossenen Rohr auf 100° erwarmt, dann unter geringen 


Druck verdampft und aus kochendem Alkohol von 96°/, um- 
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krystallisiert. So wurden 0,75 g salzsaures Salz in Form dicker 
Prismen erhalten und aus der Mutterlauge wurden noch weitere 
0,15¢g erhalten, zusammen etwa 80°/, d. Th. Das Salz schmolz 
unter Zersetzung gegen 255° (korr. 261°). Es wurde zur Ana- 
lyse bei 100° und 0,5mm iiber Phosphorpentoxyd getrocknet. 

4,177 mg Substanz gaben 4,965 mg CO, und 2,100 mg H,0O. 

2,480 mg se » 0,623 cem N (23°, 737mm, nach Preg)). 

7,050 meg ‘ » 6,820 mg AgCl. 

C,H,ON,Cl (149,55) 

Ber. C 32,10°/, H 5.39%,  N 28,10°/, Cl 23,71 °/, 

Gef. ,, 32,47 5,68 » 28,09 » 23,93 

Dieses Salz wurde auch noch mit Hilfe von Natrium- 
pikrat in das Kreatininpikrat iibergefiihrt, das mit sehr guter 
Ausbeute in langen, schénen, gelben Nadeln vom Schmelzp. 216° 
(korr. 221°) erhalten wurde. 

2,357 mg Substanz gaben 0,519 cem N (21°, 733 mm, nach Preg)). 

C, oH, ON, (342,18) Ber. N 24,57°/,  Gef. N 24,66 %. 

Da in der Literatur eine Angabe tiber den Schmelzpunkt 
des salzsauren Kreatinins zu fehlen scheint, haben wir es uns 
zum Vergleich mit unserem synthetischen Priparat aus kiuf- 
lichem Kreatinin bereitet. Es schmolz genau wie unser Prii- 
parat bei 255° (korr. 261°) und ebenso ihr Gemisch. 

2,605 mg Substanz gaben 0,652 cem N (21°, 734mm, nach Preg!). 

Gef. N 28,07 °/. 
Auch dieses Salz ergab ein Pikrat vom Schmelzp. 216° (korr. 
221°, 4) 

Kreatinin lat sich bekanntlich mit Alkali in Kreatin 
iiberfiihren.?) Unsere Arbeitsweise wird damit zugleich zu einer 
Synthese des Kreatins aus Arginin und Sarkosin. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir die Gewihrung von Mitteln zur Durchfiihrung dieser 
Untersuchung unseren ehrerbietigsten Dank aus. 


1) Jaffé gibt den Schmelzpunkt auf 212—213° an. Diese Zs. Bd. 10, 
S. 391 (1886). 
?) Vel. Liebig, Ann. d. Chem. Bd, 108, 8. 355 (1858). 
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Vergleichende Versuche tiber die Vergarbarkeit der 
Zymohexosen, des Glykogens und der Starke. 
Von 


Jesaia Leibowitz. 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Biochemie in Perlin-Dahlem.) 


(Der Redaktion zugegangen am 30 November 1927.) 


Aus den Untersuchungen O. Meyerhofs?) geht hervor, 
daB der Mechanismus der Glykolyse im Muskelextrakt und der 
alkoholischen Giirung im Hefensaft eine weitgehende Uber- 
einstimmung in den ersten Stadien aufweist. Bei der Glykolyse 
nehmen Glykogen und Starke (nebst ihren Abwandlungs- 
produkten, den Hexosanen) eine bevorzugte Sonderstellung ein. 

In Nachpriifung der spirlichen und nicht widerspruchs- 
freien Angaben der Literatur wurden einige neue Versuche 
iiber das zymo-chemische Verhalten der beiden genannten 
Polysaccharide angestellt. 

Die verwendeten Glykogenpriparate, sowohl aus Leber 
als aus Hefe dargestellt, wurden durch mehrfache Behandlung 
mit heiBer konzentrierter Kalilauge in der iiblichen Weise ge- 
reinigt und vielfach mit Alkohol umgefallt. Sie waren prak- 
tisch stickstofffrei und zeigten spezifische Drehungen von 
+ 191° bzw. 190°, die also nur wenige Prozent unterhalb des 
schwer erreichbaren, fiir reinstes Glykogen angegebenen Wertes 
von + 195° legen. Die benutzte lésliche Starke wies prak- 
tisch kein Reduktionsvermégen auf, war also frei von niederen 
Abbauprodukten. 

Die Versuche wurden bei verschiedenen Temperaturen mit 


') O. Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 188, S, 176 (1927); O. Meyer- 
hof u. K. Lohmann, Biochem. Zs. Bd. 185, S. 113 (1927). 
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Mazerationssaft, Mazerationssaft + Kochsaft, sowie mit T'rocken- 
hefe mit und ohne Kochsaftzusatz angestellt. 
Nachstehend die Ergebnisse: 


Versuch 1. 
Je 10 eem Mazerationssaft aus Schulthei8-Patzenhofer Unterhefe unter 
Zusatz von je 0,1 g Hefe-glykogen (I), Leber-glykogen (IL), losliche Stiirke 
(IJ), Glucose (IV), Rohrzucker (V) bzw. ohne Zusatz (VI); Temperatur 26°. 











Zeit in eem CO, 
Stunden I II Ill IV V VI 
a) 0,0 0,0 0,0 Spur 0,2 0,0 
4 0,0 0,0 0,0 0,2 0,9 0,0 
I 0,0 0,0 0,0 3,6 2,6 0,0 
we 0,0 Spur Spur 4,4 3,9 0,0 
21/ Spur 0,2 0,1 6,1 5,2 0,0 
5 0.3 0.4 0,2 15,0 14,6 0,0 
16 1,0 1,1 1,0 16,4 16,9 0,0 
24 3,8 3,1 1,6 17,1 18,1 0,0 
i 8,3 7,4 2,7 19,9 21,0 0,0 
Versuch 2. 
Dasselbe bei 383—34°. 

Zeit in pene CO, | 
Stunden I II Ill IV VI 
Spur Spur Spur 1,2 0,0 
1 0,1 0,2 Spur 5,0 0,0 
11/, 0,6 0,6 0,4 S,4 0,0 
2", i,l 1,0 0,8 16,1 0,1 
6 1,9 1,8 1,3 17,9 0,1 
24 4,4 4,6 2.7 19,3 0,2 





Wie ersichtlich ist, bleiben die Polysaccharide, was Ga- 
rungsgeschwindigkeit und GriBe des vergorenen Anteils be- 
trifft, durchweg wesentlich hinter Glucose bzw. Rohrzucker 
zuriick. Auch die Induktionszeit war stets liinger, obgleich 
im Glykogen wie im Amylopectin eine Kohlenhydratphosphor- 
siiure vorliegt; sie hat also nicht denselben giirungsstimulieren- 
den Effekt wie die Zymophosphate. Zusatz von Kochsatt 
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Versuch 38. 


In Kochsaft hergestellter Mazerationssaft; Temperatur 25—26°. 








Zeit in cem CO, 

Stunden ) I Nl oe IV VI 
1 0,0 0,0 0,2 0,0 
1'/, 0,1 0,0 1,9 0,0 
2 0,1 Spur 4,3 0,0 
3 0,3 0,1 6,0 0,0 
4 1,7 0,2 7,8 0,0 
5 3,7 0,4 10,6 | 0,0 
24 10,2 5,0 21,1 | 0,0 
48 12,4 6,3 21,4 | 0,0 


Versuch 4, 


Schwach wirksamer Mazerationssaft bei 25—26°. 





Zeit in 








ecm CO, 
Stunden I | I | Iv VI 
3 0,0 0,0 Spur 0,0 
4 0,0 0,0 0,5 0,0 
16 0,2 0,1 6,6 0,0 
24 1,0 0,4 8,0 0,0 
48 6,3 2,8 9,6 0,0 


Versuch BD. 


Je 10 cem 1°/,ige Kohlenhydratlésung in Wasser (W) bzw. Kochsaft (K) 
+ 0,2 g Trockenhefe + 0,1 ecm Toluol; Temperatur 25—26°. 














eem CQ, 
Zeit in 
Stunden IT III | IV IV 
w | K Ww K | Wl] kK K 
1 0,0 0,0 0,0 0,0 0,5 0,1 0,0 
2 0,3 0,2 Spur Spur 6,1 4,0 0,1 
3 1,0 0,7 0,2 0,2 10,7 9,2 0,2 
5 3,8 3,0 0,9 0,8 15,8 18,0 0,2 
24 5,9 50 | BA 2,0 19,5 16,1 0.4 


eer neciien ipnier 10S hnmmmcenonapcieerare wpmenintes tases a siaieeaimieiiatiiaias 
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finderte an diesen Verhiltnissen nichts, was zu erwarten ist, 
wenn der zymatische Hefensaft normalerweise mit Co-Zymase 
gesittigt ist. Wie so hiiufig, bewirkt in diesem Falle der 
Kochsaft nur eine Hemmung der Girung, offenbar infolge der 
Vermehrung von Fremdstoffen in der Girflissigkeit. 

Mit den Angaben von Gottschalk}, der vor einiger Zeit 
ithnliche Versuche mit demselben Hefenmaterial ausgefiihrt hat, 
stimmen meine Ergebnisse nur beziiglich der Starke tberein: 
fiir Glykogen beschrieb dieser Autor unter gewissen Bedingungen, 
besonders bei Zugabe von Co-Zymase, eine ebenso weitgehende 
Vergiirbarkeit wie fiir Glucose. Dieser Befund, der auch mit 
den Ergebnissen von Buchner und Rapp?) nicht im Kinklang 
steht, diirite auf die Verunreinigung des verwendeten Glykogen- 
priparates ([@],, nach Augabe des Verfassers = + 169,6°!) mit 
Dextrin oder anderen Abbauprodukten des Glykogens, die 
méglicherweise leichter vergoren werden, zuriickzufiihren sein. 

Aus den hier mitgeteilten neuen Versuchen ist zu schlieBen, 
daB eine direkte Spaltung der Polysaccharide durch das Gi- 
rungsferment nicht, oder nur in geringem MaBe stattfindet. 
Da nun nach Meyerhof und Lohmann’) die Glykolyse nicht 
an den Endprodukten des diastatischen Abbaus (Glucose, Mal- 
tose, Amylotriose), die ein ginzlich abweichendes Verhalten 
zeigen, ansetzen kann, kommen als eigentliche Substrate der 
milchsiiure- und alkoholbildenden Fermente des Muskels und 
der Hefe wohl nur die labilen und reaktionsfihigen am-Ge- 
bilde in Frage, die nach Pringsheim und Kuhn die pri- 
miiren Abbauprodukte von Starke und Glykogen sind. 

Auffallend ist, da® die Stirke, die zu 80°/, aus einem 
mit Glykogen chemisch identischen Kohlenhydrat (Amylopectin) 
besteht, so viel langsamer vergoren wird als Glykogen. Dieses 
diirfte hauptsichlich die Folge des verschiedenen Dispersitits- 
grades sein; zeigen doch Glykogenlésungen nur schwache Opa- 
lescenz, wihrend Starkelésungen gleicher Konzentration triib 


1) A. Gottschalk, Diese Zs. Bd. 153, S. 215 (1926). 
2) E. Buchner u. R. Rapp, Chem. Ber. Bd. 31, S. 1090 (1898). 
‘) a./a, O.; vgl. auch K, Lohmann, Biochem. Zs. Bd. 178, S. 444 


(1926). 
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und undurchsichtig sind. Offenbar ist das Kohlehydrat im 
Amylopectin zu gréBeren Kolloiden aggregiert als im Glykogen 
und wird infolge dieser gré8eren Zusammenballung langsamer 
aufgelést, in Ahnlicher Weise wie nach Karrer') Kunstseiden- 
sorten (Viscoseseiden), die sich nur in ihrer physikalischen Be- 
schaffenheit unterscheiden, eine sehr ungleiche Resistenz gegen- 
iiber Cellulase besitzen. 





1) P. Karrer u. P. Schubert, Hely. chim. acta Bd. 9, 893 (1926); 
Bd. 10, S. 430 (1927). 
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Uber die zellfreie Garung. 
Von 


A. Lebedew. 


(Aus dem wissenschaftlichen Forschungsinstitut fiir Chemie der I. Moskauer Universitit.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. September 1927.) 


Kostytschew, Medwedew und Kardo Sysojewa!) 
haben soeben eine Arbeit veréffentlicht, in welcher sie die 
Nichtexistenz der zellfreien Girung zu beweisen sich bemiihen. 
Indessen kénnen die Beweise, die sie ins Feld fiihren, einer 
ernsten Kritik nicht standhalten, wie aus dem folgenden er- 
sichtlich wird. 

Ihre Arbeit besteht aus zwei Teilen. Der erste Teil ist 
der Trockenhefe, der zweite dem PreB- und Mauacerationssaft 
gewidmet. Ein dritter Teil, der sich speziell mit dem 
Buchnerschen PreBsaft befaBt, wird in Aussicht gestellt. Die 
Autoren heben hervor, daB die Trockenhefe die wachstums- 
fihigen Hefezellen enthalt, daB also bei ihr von zellfreier 
Girung keine Rede sein kann, Da diese altbekannte Tatsache 
auch von mir hervorgehoben wurde’) und niemand daran 
denkt, die Trockenhefegirung als zellfreie hinzustellen, gehe 
ich direkt zu den Ausfiihrungen iiber den Macerationssaft tiber. 

Ich will hier nicht die von den Autoren zitierten An- 
sichten von v. Euler, Rubner, Abderhalden und Fodor 
diskutieren, da diese Forscher selbst die PreBsaft- und Mace- 
rationssaftgirungen als zellfreie anerkennen, ich méchte nur 
die eigenartige Beweisfiihrung von Kostytschew, Medwedew 
und Kardo Sysojewa, welche die Nichtexistenz der zellfreien 





1) Diese Zs. Bd. 168, S. 244 (1927). 
*) Ann. Inst. Pasteur 1912, S. 29. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIII. 7 
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Girung dartun soll, niher besprechen. Sie haben nimlich 
festgestellt, daB die aus frischer Hefe bereitete Emulsion durch 
Trockenhefe oder Kochsaft stark aktiviert wird. Da8 das 
Co-Enzym der Hefe die Girung nicht nur aktiviert, sondern 
sogar fiir sie unerlaBlich ist, wurde schon lingst von Harden 
gezeigt und spiter von Buchner u. m. a. Forschern bestitigt, 
ich habe diesem Umstand gleichfalls eine besondere Unter- 
suchung') gewidmet. Man sieht also, daB diese Tatsache an 
und fiir sich nichts Neues ist. Das Neue besteht nur in der 
Art und Weise, in der sie die Autoren fiir ihre Zwecke aus- 
niitzen. Sie nehmen Macerationssaft, fiigen ihm eine Emulsion 
aus frischer Hefe”) zu und beobachten dfters eine Steigerung 
der Giarkraft, die einigermaBen von der Menge der zugesetzten 
Hefezellen abhangig ist. Aus dieser Beobachtung schlieBen 
sie, daB die Wirkung des Macerationssafts nur durch die in 
ihm in gréBerer oder kleinerer Menge enthaltenen Hefezellen, 
die das Filter passiert haben, bedingt ist. Dabei machen die 
Autoren einen gedanklichen Fehler: sie setzen namlich voraus, 
da die zugesetzten, frischen, sproBfahigen Hefezellen den im 
Macerationssaft befindlichen, abgeschwichten gleichwertig sind. 
Ks ist aber jedem Giarungschemiker sehr wohl bekannt, dab 
dem nicht so ist. Um ihre Theorie zu beweisen, sollten sie, 
statt frische Hefe zuzusetzen, die im Macerationssaft befind- 
lichen Hefezellen zuerst abtrennen und nachsehen, ob er dann 
doch noch aktiv bleibt. Schon beim Austrocknen wird die 
Hefe stark abgeschwacht, weiterhin findet eine Abschwachung 
derjenigen Hefezellen, die dem enzymatischen ProzeB wider- 
standen haben, bei der Maceration statt. Wenn die Girkraft 
des Macerationssaftes nur von der Anzahl der in ihm befind- 
lichen Hefezellen, die das Filter passiert haben, also von 
einem reinem Zufall, abhangig ware, so miifte man aus der- 
selben Trockenhefe Macerationssaéfte von verschiedener Gir- 


> 





1) Ann. Inst. Pasteur 1911, 8. 682, Bull. Soc. chim. France 4°, Bd. 9, 
S. 671 (1911). Diese Zs. Bd. 152, (1926). 

2) Ahnliche Versuche wurden schon von Buchner, aber mit ne- 
gativem Ergebnis ausgefihrt. Die Zymasegirung, E. Buchner, 
H. Buchner und M. Hahn, §. 118 (1908), 
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kraft erhalten. Jedermann aber, der lingere Zeit mit Mace- 
rationssaft gearbeitet hat, weiB wohl, daB die einen wirksamen 
Saft liefernde Trockenhefe diesen immer, unabhingig von der 
Zahl der Macerationszubereitungen, mit derselben in ziemlich 
engen Grenzen schwankenden Girkraft liefert. Dabei nimmt 
die Garkraft des Macerationssaftes infolge der in der Trocken- 
hefe beim Liegen stattfindenden, die Zymase zerstérenden 
Prozesse mit der Zeit allmihlich ab. Die Verfasser schreiben: 
,s ist dann auch im Auge zu behalten, daB Lebedew den 
Macerationssaft nur durch gewohnliche Faltenfilter zu filtrieren 
empfiehlt. Wahrscheinlich hat die Erfahrung gelehrt, daf 
man bei Filtration durch feinporése Filter: schwach wirksame 
Saifte erhalt.“ Indessen habe ich das gewoéhnliche Filtrier- 
papier der Ejinfachheit halber genommen, da der bei der 
Maceration entstehende Hefebrei selbst eine gute Filtrations- 
masse darstellt, durch die das Filtrat vollstandig klar abliuft. 
Zur Nachpriifung dieser Hypothese der Autoren habe ich 
folgenden Versuch gemacht. 


Versuch: Je 50g Trockenbierhefe wurden mit je 150 ccm 
Wasser 2 Stunden bei 35° maceriert und durch zwei gewoéhn- 
liche Faltenfilter in zwei eisgekiihlte Vorlagen filtriert. Die 
ersten 20 ccm Saft wurden gesondert aufgefangen. Die 
Filtration dauerte 3 Stunden. Vier Erlenmeyerkélbchen mit 
Meisslschem Verschlu8 wurden nun mit je 20 ccm Saft + 8 ¢ 
Rohrzucker + 20 Tropfen Toluol gefiillt. Das Ergebnis nach 
5 Tagen war folgendes: 


CO, in g 
Kélbchern 1 u. 2 (mit den ersten 20 cem Saft beschickt) 1,645 u. 1,621 
ie 3, 4 (,, dem iibrigen Saft . ) 1,632 ,, 1,601 


Man findet also keinen merklichen Unterschied. 

Wenn die Girkraft von PreB- und Macerationssaften nur 
von den in ihnen befindlichen Hefezellen abhangig wire, so 
miBte sie beim Stehen fast unveraindert bleiben. Indessen 
wird sie infolge der Endotryptase- und méglicherweise Lipase- 
wirkung immer schwicher und schwicher, bis der Saft 
schlieBlich véllig unwirksam wird, wobei auch der Zusatz von 


Kochsaft ohne merklichen Einflu8 bleibt. 
7T* 
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Aus den von den Verfassern veréffentlichten Versuchen 
sieht man, trotz der fir ihre Theorie giinstigsten Auswahl, daB 
zwischen der Anzahl der lebenden Hefezellen und der Menge 
von CO, keine befriedigende Proportionalitét besteht. Dies 
ist aus den Versuchen 4 und 8 leicht zu ersehen. 

Die Autoren wollen die von mir zuerst beobachtete 
»induktionszeit* durch die Entwicklung der Hefezellen im 
Macerationssaft erkliren. Sie schreiben: ,,.Der Verfasser selbst 
bezeichnet diese ,Induktionszeit‘ als eine ritselhafte Erschei- 
nung.“ Diese Erscheinung wurde von mir im Zusammenhang 
mit der Induktionsperiode, die man bei konsekutiven Reak- 
tionen beobachtet, gebracht und auf folgende Weise erklirt. 
Ich schrieb: ,,Le temps de repos est suivi d’une activité 
croissante; ce phénoméne est analogue 4 celui qui a lieu 
dans les réactions chimiques consécutives et qui a été nommé 
par Bunsen et Roscoe periode de l’induction.... D’autre 
part, j'ai pu démontrer que la disparation du sucre et le dé- 
gagement de l’acide carbonique dans la fermentation alcoolique 
sont les processus différents; c'est pourquoi je propose de 
nommer la periode d’inertie qui precéde la fermentation méme, 
et est suivi ensuite d’une croissance de vitesse de la réaction, 
comme une période de l’induction;... cette période peut étre 
accélérée par élévation de la temperature ou diminution de 
la concentration du sucre. Elle peut étre considérablement 
retardée par l’addition des phosphates.“!) Man findet in diesem 
Satz kein Wort von der ,,Riatselhaftigkeit‘ der Erscheinung! 
Man kann aber leicht, entgegen der Annahme der Autoren, 
die wirkliche Induktionszeit von der scheinbaren unterscheiden. 
Die wirkliche Induktionszeit kann man durch Zusatz von 
Hexosebiphosphat bedeutend verkiirzen, bei der scheinbaren 
dagegen bleibt dieser Zusatz erfolglos. Die Entwicklung der 
Hefezellen bedingt dabei eine weiBliche Triibung und schlieB- 
lich die Bildung eines weiBlichen Bodensatzes, der viele wilde 
Hefezellen enthilt. Dies geschieht aber sehr selten und nur bei 
Hefesaft, der mehrere Tage gestanden hat. Ein besseres Anti- 


-_— 





1) Ann. Inst, Pasteur 1912, 8. 13. 
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septikum als Toluol, das ziemlich schwach wirkt, ist Phenol 
in einer Konzentration von 0,1—0,2°/,; seine Wi:kung auf 
die Hefezellen und Bakterien ist ohne merkliche Beeintrich- 
tigung der Girkraft des Saftes bedeutend stirker. Der Um- 
stand, daB die vitale Girung viel stirker ist als die zellfreie, 
ist leicht begreiflich. Bei der vitalen Girung werden die 
Zymase und das Co-Enzym immer regeneriert, bei der zell- 
freien ist das nicht der Fall. AuBerdem gelingt es nicht, 
den ganzen Zymasevorrat aus der Zelle in Liésung zu 
bringen, da ein betrachtlicher Teil, der fest an den Zell- 
inhalt gebunden ist, im Innern der Zelle verbleibt. Die 
Wirkung der Maceration besteht gerade darin, daB die Zymase 
von einem zusammengesetzten Traiger gelést wird und an einen 
einfacheren Traiger gebunden in Lésung gebracht wird. 

Die Verfasser haben die ,,iiberraschende Entdeckung“ ge- 
macht, da8B man ,einen girungsfahigen Saft in einen nicht 
girfahigen umwandeln kann“. ,,Versetzt man“, schreiben sie, 
420 com Macerationssaft mit 8 g fein gepulvertem Rohrzucker 
und laBt man die Gesamtmenge des Zuckers durch vorsichtiges 
Umriihren in méglichst kurzer Zeit in gelésten Zustand iiber- 
gehen, so erfolgt entweder gar keine oder eine nur schwache, 
nach mindestens 24stiindiger ,Induktionszeit‘ beginnende Ga- 
rung. Setzt man nun gleichzeitig einer andern Portion des- 
selben Saftes 8 g Rohrzucker in feinkrystallinischer Form 
einfach zu, ohne eine Beschleunigung der Auflésung zu be- 
wirken, so setzt sofort die Gairung ein, die nach kurzer Zeit 
stiirmisch wird. Die Verfasser haben aber iibersehen, dai 
mit der Anderung der Konzentration des Zuckers auch die 
Girungsgeschwindigkeit sich indert. Ich habe dies bei den 
kinetischen Untersuchungen iiber die zellfreie Girung, die ich 
mit Hilfe des Waltonschen Apparats schon im Jahre 1907 
bis 1908 im Buchnerschen Laboratorium ausgefihrt habe, 
gezeigt. Ich méchte hier die zusammenfassende Tab. X aus 
meiner Habilitationsschrift*) anfiihren. 





‘) Chemische Untersuchungen iiber die zellfreie Alkoholgiirung. 
Ber. des Don. polytechn. Instituts 1913, Bd. II, S. 83 (russisch), Nowot- 
scherkassk; vgl. auch: Ann. Inst, Pasteur 1911, S. 682, Tab. VI. 
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Saft Wasser Saft Zucker . 
: ; ta Pipa K+10' 
in cem } in cem in °/, in °/, 
5 4 55,5 22,2 25 
10 8 55,5 11,1 49 
10 8 55,5 5,6 128 
10 2 83,3 4,5 192 
20 4 83,3 8,3 112 
20 2 90,9 4,5 162 
20 24 45,5 4,5 94 














Aus der Tabelle sieht man, daB die Girungsgeschwindigkeit 
um so gréBer ist, je schwiacher die Glucosekonzentration ist. 
Wenn also die Autoren den zugesetzten Zucker rasch in 
Lésung bringen, so wird seine Konzentration stark und die 
Garwirkung des Safts triige; wenn sie dagegen den zugesetzten 
Zucker sich allmihlich auflésen lassen, so ist seine Konzen- 
tration zuerst schwach, die Girung fangt schneller an und 
verliuft mit gréBerer Geschwindigkeit. Man findet also bei 
gehériger Beriicksichtigung der physikalisch-chemischen Be- 
dingungen leicht eine einfache Erklirung fiir die Tatsache, 
welche die Autoren in Erstaunen gesetzt hat. Durch Kenntnis 
der einschlagigen Literatur hitten sich die Autoren viel Zeit 
und Miihe sparen kénnen. 

Die Verfasser behaupten weiterhin, daB ich ,den Zucker 
wohl immer nur ohne eine méglichst schnelle Auflésung 
herbeizufiihren zugesetzt hatte’. Diese Behauptung, die ich 
energisch zuriickweise, ist vdllig aus der Luft gegriffen, da 
ich den Einflu8 der Zuckerkonzentration nach den obigen 
Ausfiihrungen immer beriicksichtigte und die Kélbchen nach 
Zusatz des Zuckers immer bis zu seiner vollstandigen Auf- 
lésung umschwenkte. Auch die Behauptung der Autoren, daB 
man jeden unwirksamen Saft durch Zusatz des Kochsafts bzw. 
des Co-Enzyms in wirksamen umwandeln kann, ist irrig. Ich 
habe gezeigt, da& der Macerationssaft aus der obergirigen 
Hefe von Springer auch nach Zusatz des Kochsafts (gleich- 
giiltig ob aus ober- oder untergiriger Hefe) unwirksam Dlieb.’) 

Die von mir beobachtete und von den Autoren bestitigte 


1) a.a. O. S. 21—22. Vgl. auch diese Zs. Bd. 152 (1926). 
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Erscheinung, da bei Zimmertemperatur getrocknete Hefe 
meistens einen unwirksamen Saft liefert, erkliren sie dadurch, 
daB auf diese Weise getrocknete Hefe nur eine geringe Anzahl 
lebender Hefezellen enthielte. Da nun beim Austrocknen bei 
30° die Hefe mehr leidet als bei Zimmertemperatur, erscheint 
es unbegreiflich, daB sie in diesem Fall eine gréBere Anzahl 
lebender Hefezellen enthalten soll. Die Sache ist allerdings 
nicht so einfach, wie es den Verfassern scheint. Wenn man 
eine Hefeprobe bei Zimmertemperatur, eine andere bei 30” 
austrocknen laBt, so wird man schon an ihrem duBeren Aus- 
sehen einen groBen Unterschied bemerken: die erste bei 
Zimmertemperatur getrocknete Probe bleibt gewéhnlich voll- 
stindig weiB, wihrend die zweite mehr oder weniger dunkel 
wird. Man bemerkt auBerdem, daB im letzteren Fall die 
einzelnen Kérner nicht gut voneinander, sondern zum Teil zu- 
sammenschweifen. Das spricht deutlich dafiir, daB beim Aus- 
trocknen der Hefe bei einer héheren Temperatur eine Autolyse 
stattfindet, welche die Hefe fiir die Abgabe der Zymase vor- 
bereitet. AuBerdem entsteht in diesem Fall eine gréfere 
Menge Co-Enzym.!) Das Austrocknen bei héherer Tempe- 
ratur kann jedoch wieder schidigend wirken. Wie groB die 
Wirkung des Austrockens der Hefe auf die Girkraft des 
Saftes ist, ist aus folgendem Versuch, den ich einer unter 
meiner Leitung ausgefiihrten, noch nicht veréffentlichten Arbeit 
von Frl. Dikanowa entnehme, ersichtlich. 

Versuch. Eine von Dikanowa selbst in der Brauerei aus- 
gewaschene und abgepreBte Bierhefe wurde bei 35°, 28° und 22° 
getrocknet. Die Macerationssaftdarstellung wurde nach meiner, die 
Garkraftbestimmung nach der Buchnerschen Methodeausgefiihrt. 








Temperatur etwa 22° 
V¢ e 5 Ts re ‘ i iii : ine — ; 
Versuchsdauer 5 Tage ithe iat : 
Kontrolle 
zusatz 
Bei 35° getrocknete Hefe . 10 mg 8 mg 
» 9 “ a we « So » 
» 22° ‘ De San te. sg 475,5 ,, 12, 








Versuch 20. 
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Die Autoren glauben, da’ eine bei hoherer ‘Temperatur 
getrocknete Hefe wirksamere Safte liefert, da sich cine gréBerc 
Anzahl lebender Hefezellen entwickeln und ins Filtrat gelangen 
kann; aus dem vorstehenden Versuch sehen wir gerade das 
Gegenteil. Auch die Menge der KiweiBstoffe des Saftes hingt 
von der Austrocknungstemperatur und der Dauer der Mace- 
ration und Filtration ab. 
Ich méchte hier einige Zahlen!) aus den Versuchen Nr. 20, 
21, 22, 23a und 25, die alle bei 25° mit Moritz-Hefe aus- 
gefiihrt wurden, wiedergeben: 


Versuchsdauer: 7 Tage. 











Austrock- 
nungs- 


temperatur 


‘Temperatur und 


Dauer 


der Maceration 








Versuch 


Versuch 





bo 





~ 


bo 


d 


bo 





35° 2 Std. 


35 ° 


35° 8 


35” 2 
33° 2 
35° 2 Std. 
25° 6 
35° 2 Std 
35” D 
4° 20 
15" 20 
35° 20 


1) a.a.O. S. 19—21. 
*) Angiirung nach mehreren Stunden. 


*) Giirung setzt sofort ein. 
*) Angiirung nach mehreren Stunden. 











Girkraft 


0,40 
0,79 
0,62 


Versuchsdauer: 4 Tage. 
35" 2 Std. 


0,172) 
0,973) 
0,05 4) 


Versuchsdauer: 12 Tage. 


2.42 


2,41 








'/, Trocken- 


des Saftes 
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Versuch 25. Versuchsdauer: 9 Tage. Macerationsdauer: 2'/, Std. 





bei 35°. 
Sofortige Filtration Filtration nach 24 Std. 
Girkraft: 2,39 Girkraft: 1,69 


Wenn die Filtration zu lange dauert, so girt der Saft 
gewobnlich nur 2—3 Tage und hat eine schwache Girkratft.?) 
Alle diese Versuche, die von mir schon im Jahre 1911 aus- 
gefiihrt wurden, sprechen eindeutig gegen die Hypothese der 
Autoren. 

Bei 25° getrocknete Hefen gaben im Mittel wirksamere 
Macerationssiifte als bei 35° getrocknete.?) Es kommt 6fters 
vor, daB der nach der Buchnerschen Methode hergestellte 
Saft fast unwirksam ist, wiihrend der nach meinem Verfahren 
aus derselben Hefe bereitete Saft meistens sehr wirksam ist. 
Ks gibt auch oft Fialle, wo PreBsaft und besonders Mace- 
rationssaft mit guter Girkraft nach Zusatz des Zuckers sofort 
giren.*) Alle diese Tatsachen kénnen leicht von dem 
Buchnerschen und meinem Standpunkt aus erklart werden, 
aber nicht durch die ,neue Theorie“ der Autoren. Sie glauben, 
daB man durch lingere Maceration wirksamere Sifte erhilt, 
da sich dann eine gréBere Anzahl von lebenden Hefezellen 
bilde und in den Saft gelange. Ich habe seinerzeit das 
Gegenteil gezeigt: wenn die Maceration bei 35° linger als 
2 Stunden dauert, gewinnen die die Zymase zerstérenden Momente 
die Oberhand‘), so daB man schlieBlich vollstandig unwirk- 
samen Saft bekommt. Daf dabei auch die Oxydoredukase 
zugrunde geht, wird unten gezeigt. Die Wirkung einer zu 
langen Macerationsdauer ist aus folgendem Versuch ersichtlich. 

Versuch. In 4 Kélbchen (Nr. 1—4) gibt man je 20ccm 
Saft, 0,2 ccm Toluol und in Nr. 1 und 2 auBerdem je 8 g 
Zucker. Alle 4 Kélbchen werden gewogen und bei 22° stehen 
gelassen. Nach 5 Tagen werden sie wiederum gewogen. AuBer- 


1) a.a.O. 8.12. Ich filtrierte im Mittel, eutgegen der Annahme 
der Verfasser, nur 1 Stunde. Ebenda §. 17, Bemerkung unten. 

2) a.a. QO. S. 25. 

5) a. a. O. §. 14, Vers. 15, Nr. 3 u. 6; S. 19, Vers. 21, Nr. 1, 2 u. 4. 

*) a. a. QO. S, 29. 
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dem hat man 250g desselben Hefebreis in einem lose ver- 
schlossenen Erlenmeyerkélbchen bei 35° 20 Stunden im Ther- 
mostaten stehen lassen. Mit dem abfiltrierten Saft werden vier 
weitere Kélbchen (Nr. 1a—4a) in gleicher Weise gefiillt, gewogen 
und nach 5 tigigem Stehen wiederum gewogen. Der Versuch ergab: 





Nr. Co, in g Kontrolle in g 
1 2,72 0,011 
2 2,704 0,007 
la 0,005 0,001 
2a 0,001 0,003 








Hunderte solcher Versuche werden dasselbe Ergebnis 
haben, keiner wird die Annahme der Autoren stiitzen. 

Um zu sehen, wie die Autolyse einerseits, die Gerinnungs- 
temperatur der EiweifSstoffe andrerseits und auch die Ver- 
einigung dieser beiden Faktoren auf die Oxydoredukase wirken, 
wurden von Frl. Dikanowa diesbeziigliche Versuche angestellt, 
von denen ich einen Teil derjenigen anfiihren méchte, die sich 
mit dem ungeronnenen Saft befassen. Der ganze Versuch 
wird in einer Abhandlung iiber die Oxydoredukase und ihr 
sogenanntes Co-Enzym mitgeteilt werden. 

Versuch. 1 ccm Macerationssaft entfirbte vor der Auto- 
lyse in 2 Stunden bei 35° 51 Tropfen n/100-Methylenblau- 
lésung. 


Nach 4stiindigem Stehen bei 35° im Thermostaten . . . 380 Tropfen 
» 12 ” ” s =e” * 9 i « «= Se ‘ 
ae » » Sw ss Ale GE. 

» 28 ” ” o 2” ” ges 2 ss 
” 38'/, ” ” ” 35 ° rT 9 er oe 1 - 


Nach 38'/, stiindiger Autolyse bei 35° ist also der Mace- 
rationssaft fast unwirksam geworden. Der Versuch, die Wirk- 
samkeit des autolysierten Saftes durch Zusatz von Kochsaft, 
der in bekannter Weise aus derselben Hefe hergestellt war, 
oder von Crotonaldehyd zu steigern, verlief ergebnislos. 

Es ist ganz unverstiandlich, auf welchem Wege die bis 
jetzt gewonnenen Resultate .simtlicher Untersuchungen iiber 
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zellfreie Girung und Garungsfermente, die von E. Buchner, 
A. Lebedew und einer groBen Anzahl anderer Gelehrter aus- 
gefiihrt worden sind, ,ihre Bedeutung in vollem Umfang bei- 
behalten sollen“, wenn die Existenz der zellfreien Girung 
selbst und die der Girungsfermente (iibrigens mit alleiniger 
Ausnahme desjenigen Ferments, das die Veresterung des 
Zuckers mit Phosphorsiure herbeifiihrt) in so energischer 
Weise von den Autoren bestritten wird. Entweder besteht 
eine vitalistische oder eine enzymatische Theorie: eine Ver- 
quickung beider ist nicht denkbar. Wenn die vitalistische 
Theorie richtig wire, so waren alle bisherigen Untersuchungen 
iiber die zellfreie Girung untauglich und iiberfliissig, da sie 
auf falscher Basis ausgefiihrt worden waren und unter neuen 
Voraussetzungen wieder aufgenommen werden miiBten. Zum 
Gliick ist die Sache nicht so schlimm und die von Moritz 
Traube!) zuerst geiuBerte, von Berthelot’), Claude 
Bernard’) und Hoppe-Seyler‘) unterstiitzte und von 
Buchner experimentell bewiesene Theorie der enzymatischen, 
also chemischen Girung wird durch die nicht geniigend ge- 
stiitzten Angriffe der Autoren keineswegs erschiittert. 

Ks ist wirklich sehr zu bedauern, daB die Autoren mit 
ihrer ,neuen Theorie“, die im Grunde die alte vitalistische 
ist und fiir die Garungserscheinungen keine plausible Erklirung 
gibt, die heute allgemein anerkannte enzymatische ‘Theorie 
befehden, statt ihre Mihe und Arbeit zu deren weiterem 
Ausbau aufwenden! 


Zusatz zu vorstehender Abhandlung. 


Wie groB der Einflu8 der auBeren Bedingungen ist, bei 
denen die Hefe getrocknet wurde, mégen die folgenden Ver- 
suche, die von Frl. Dikanowa ausgefihrt wurden, zeigen. 


— 





1!) Pogg. Ann. Bd. 103, 8.331 (1858); Chem. Ber. Bd. 7, S. 115 (1874); 
Bd. 10, S. 1984 (1877). 

2) ©. R. Bd. 50, S. 980 (1860); Chimie organique fondée sur la 
synthése II, S. 1655 (1860). 

5) Von Berthelot in Rev. Se. S. 49 (1878) referiert. 

*) Physiologische Chemie (1877). 
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Versuch I. Eine Portion untergariger Bierhefe aus der 
'Trechgornibrauerei!) wurde in dinner Schicht 24 Stunden bei 
28—32° im Thermostaten, eine andere 5 Stunden bei 35—45° 
im Trockenschrank getrocknet. Im letzteren Fall wurde mit 
Hilfe eines elektrischen Ventilators ein staindiger Luftstrom 
durch den Trockenschrank getrieben. Die Girkraft der aus 
beiden Portionen erhaltenen Macerationssifte wurde nach 


Buchner bestimmt. 
Mittel aus 2 Parallelversuchen 
Garkraft (mit Durchblasen von Luft) . . . . 0,007 ¢ 


” (ohne ” ” ») + - « « 3,170¢ 


Beide Macerationssifte wurden auBerdem auf Oxydo- 
redukasewirkung geprift. Ein Teil wurde bei 60° koaguliert 
und nachher abfiltriert (Nr. 1a und 2a). 4 Reagensgliser von 
%/, cm Durchmesser wurden auf folgende Weise gefillt: 


Nr. 1. 10em* Saft aus Trockenhefe mit Durchblasen von Luft 


» 2 1 ,, ”» » ” ohne ” ” ” 
Nr.1a. 1 ,, bei60° koagul. Saft aus Trockenhefe mit Durchblasen y. Luft 
» 2a 1 4, 4, 60° ” ”» ” ohne ” ”» » 


Alle Reagensgliser wurden mit je 5 Tropfen Toluol und je 
2 Tropfen n/20-Methylenblaulésung versetzt, zugestopft und in 
einem 35° warmen glisernen Wasserbad 2 Stunden 10 Minuten 
belassen. Das Ergebnis war 


Nr. 1. (s. 0.) 90 Tropfen n/100-Methylenblaulésung 
» 2 (, ) 89 »  01/100- 
» i» (5) »  n/100- m 
» * Ca) B® »  n/100- 9 


” 


Man setzte zuerst n/20-, bei schwicher werdender Re- 
aktion n/100-Methylenblaulésung tropfenweise zu. 

Versuch II. Versuchsanordnung wie bei Versuch I. Das 
Austrocknen ohne Durchblasen von Luft dauerte bei 35° 
2 Tage; mit Durchblasen gleichfalls bei 35° 4 Stunden. 





1) Herrn Dr. Rasumof, dem Vorsteher des biochemischen Labo- 
ratoriums der Brauerei, méchte ich fiir seine Bereitwilligkeit auch an 
dieser Stelle meinen besten Dank aussprechen. 












— 
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Giirkraft des Macerationssaftes ohne Durchblasen von Luft 2,037 g 


Oxydoredukasewirkung: 
Nr. 1. 1em*® Saft aus Trockenhefe ohne 


Durchblasen bei 35° in 40 Min. . . 68 Tropfen n/100-Mbl.-Lsg. 
,, 2. 1 em® Saft aus Trockenhefe mit 
Durchblasen bei 35° in 40 Min, . . 388 » ae hr; 


» la. 1 em* Saft bei 60° koagul. aus 
Trockenhefe ohne Durchblasen bei 


ae i »  n/100- ‘ 

» 2a. 1 em? Saft bei 60° koagul. aus 

) Trockenhefe mit Durchblasen bei 
oe ee » n/100- ie 


Man sieht also, daB die Macerationssifte aus der rasch 
getrockneten und gut geliifteten Hefe nicht nur keine Giir- 
kraft besaBen, sondern auch einen erheblichen Verlust ihrer 
) reduzierenden Higenschaften Methylenblau gegeniiber erlitten 
hatten, trotzdem die Bedingungen fiir die Erhaltung der Hefe- 
zellen im lebensfahigen Zustand in diesem Fall viel besser 
waren als im andern (Autolyse, schwacher Luftzutritt). Das 
spricht wieder gegen die eigenartige Theorie der Autoren. 


Anhang bei der Korrektur. Nachdem diese Abhand- 
lung nach der Redaktion abgeschickt wurde, ist die Abhandlung 
iiber die Existenz der zellfreien Girung von Kluyver und 
Struyk erschienen. [Diese Zs. Bd. 170, 8S. 110 (1927)]|, Zu 
| den trefflichen Ausfiihrungen von Autoren méchte ich meiner- 

seits zufiigen, daB schon von Buchner dhnliche Filtrations- 

versuche, allerdings mit Prefsaft, mit allergréBter Sorgfalt aus- 
gefiihrt worden sind (a.a.O. 8S. 115—120). Bei diesen Ver- 
suchen wurde der Saft, der Verstopfung des feinporigen Biskuit- 
porzellanfilters wegen, zuerst durch Berkfeld-Kieselgurfilter 
gesaugt und nachher durch die Chamberland-Kerzen filtriert. 
Aus der Tabelle 25 (mit Arsenitzusatz) entnehme ich: 





Wicht filtriert nach 64 Stdn. mit CO,-Verdringung 1,08 g CO, 
Kieselgurkerze (etwa200ccm) ,, 64 ,, 4, 5 i 0,71¢g ,, 
Erst Kieselgur- hernach 

Biskuitporzellankerze ( ,, 87cem) , 64 , 4 4 0,71¢g ,, 
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Bakteriologische Untersuchung nach 3 Tagen ergab, daf 
das letzte Filtrat steril war. Es kann also bei richtiger 
Durchfiihrung der Versuche kein Zweifel iiber die Existenz 
der zellfreien Girung entstehen. Die Abminderung der Gir- 
kraft ist leicht verstandlich, da erstens eine Adsorption durch 
Kerzenmaterial, zweitens eine allmihliche Verstopfung der 
Poren stattfindet. Wenn die Poren zu eng sind, so da keine 
KiweiBstoffe wie im Falle der Ultrafiltration ins Filtrat ge- 
langen kénnen, so wird selbstverstiindlich das Filtrat inaktiv. 
(Vgl. dariiber a. a. O. S. 116.) 





























Uber Leberesterase. 


Versuche zu ihrer Reinigung und uber ihre Bestandigkeit. 
Von 
H. Kraut und H. Rubenbauer. 


Mit 1 Figur im Text. 





(Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayer. Akadeiwnie d. Wissenschaften in Miinchen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25. Oktober 1927.) 


Das erste Ziel der Enzymreinigung, das mit Hilfe der 
Adsorptionsmethode in einigen Fallen verwirklicht werden 
konnte, ist ihre Abtrennung von den bekannten Substanzen 
aus den drei groBen natiirlichen Stoffgruppen der Eiweib- 
kérper, Kohlehydrate und Fette. Nicht immer kann dieses 
Reinigungsverfahren ohne weiteres auf die enzymhaltigen 
Lésungen angewandt werden. Es ist vorgekommen, z. B. beim 
Invertin+) und bei der Magenlipase*), daB die Enzyme direkt 
nicht, sondern erst nach einer Vorreinigung durch andere 
Verfahren sich an die Adsorbentien binden lieben. Das Papain 
wird zwar selbst leicht an Tonerde adsorbiert, aber nach der 
Elution aus den Adsorbaten befindet es sich wieder fast auf 
derselben Reinheitsstufe wie vorher. Das Fehlen des Reinigungs- 
erfolges ist darauf zuriickzufiihren, daB die Begleiter des 
Papains in ihrer iiberwiegenden Mehrheit besser als dieses 
selbst adsorbiert werden. Es gelingt durch Entfernen eines 





1) R, Willstitter u. F. Racke, Liebigs Ann. der Chem. Bd, 425, 
S. 1 (1921). 

2) R. Willstitter u. F. Memmen, Diese Zs, Bd. 133, S. 247 
(1924), 
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Teils der Begleitstoffe, das Ferment der Reinigung durch 
Adsorption zugiinglich zu machen.") 

Ein etwas anderer Fall liegt bei dem esterspaltenden 
Enzym der Leber vor. Nach den Untersuchungen von R. Will- 
stitter und F. Memmen?) ist die Leberesterase durch Ad- 
sorption an Tonerde oder Kaolin (und darauffolgende Elektro- 
dialyse) leicht auf ungefahr das 40fache des getrockneten 
Organs zu reinigen. Dann aber scheint die Ergiebigkeit des 
Adsorptionsverfahrens erschépft; weder die Wiederholung, noch 
seine Variation bringt einen weiteren Reinigungserfolg. In 
diesem Stadium bestehen die Begleiter des Enzyms in der 
Hauptsache aus Eiwei8kérpern und ihren Abbaupro¢=ten. 

Wir haben nun gepriift, ob nicht durch die erste erfolg- 
reiche Adsorption eine Auswahl unter den Begleitstoffen der 
Leberesterase in dem Sinne eingetreten sei, daB nur noch die 
bevorzugt vor dem Enzym an Kaolin oder Tonerde adsorbier- 
baren vorhanden sind. Wenn es gelingt, durch ein anderes 
Verfahren vor der Adsorption gerade diese Begleitstoffe zu 
entfernen, so konnte die Adsorptionsmethode bis zu weit héheren 
Reinheitsgraden als Reinigungsverfahren brauchbar bleiben. 

In der Tat vermag man durch eine Dialyse die gewiinschte 
Fraktionierung herbeizufiihren. Sie ist namlich von einer um- 
fangreichen Fallung hochmolekularer EiweiBkérper begleitet, 
die fast keine Esterase aus der Liésung mitnehmen. Man 
kann nun einen weiteren Teil dieser stérenden Begleitstoffe 
vorwegadsorbieren und erhalt dadurch die Esterase in einer 
zur Adsorption geeigneten Form. Durch Bindung an Tonerde, 
oder durch den Wechsel von Kaolin- und Tonerdeadsorption 
gelingt es bei sorgfaltiger Auswahl der Verfahren auf Grund 
der ermittelten Adsorptionskurven, das Enzym vollstindig von 





1) H. Kraut u. E. Bauer, Zur Kenntnis des Papains (III. Abh. 
iiber Enzymadsorption, zugleich VII. iiber pflanzliche Proteasen in der 
von R. Willstitter und Mitarbeitern begonnenen Reihe) Diese Ztschr. 
Bd. 164, S. 10 (1927). 

*) Vergleich von Leberesterase mit Pankreaslipase; iiber die stereo- 
chemische Spezifitit der Lipasen (VIII. Abh. iiber Pankreasenzyme) 
Diese Zs. Bd. 138, S. 216 (1924). 
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KiweiBkérpern zu befreien. Derartige Lisungen sind durch 
keine Reaktionen auf bekannte organische Substanzgruppen 
mehr charakterisierbar. Der Reinheitsgrad der Esterase ist 
in unserem besten Priparate das 128fache des getrockneten 
Organs (Esterasewert 114). 

Unter allen Reaktionen auf Begleitstoffe der Leberesterase 
ist die Millonsche am schwierigsten zum Verschwinden zu 
bringen. Sobald sie aber aufhdért, tritt eine auffallende Ver- 
inderung in den EHigenschaften des Enzyms ein: Es verliert 
vollig die Bestaindigkeit, durch die es sich vor anderen Fer- 
menten, vor allem vor der Pankreaslipase bisher ausgezeichnet 
hat. Whrend nach den Erfahrungen von R. Willstitter 
und F, Memmen, wie nach unseren eigenen die Wirksamkeits- 
verluste auf den vorhergehenden Reinigungsstufen selten mehr 
als 10 bis héchstens 25°/, in einigen Tagen betrugen (worauf 
ein Zustand groBer Haltbarkeit eintrat), fallen nun die be- 
stimmbaren Enzymmengen schon tiber Nacht um 50°/, ab, 
und der ProzeB der Zerstérung geht, wenn auch verlangsamt, 
weiter, bis alles Enzym inaktiviert ist. Damit bestiitigt sich 
die Vermutung von Willstitter und Memmen, daB die 
friiher beobachtete Bestindigkeit der Leberesterase nicht eine 
Kigenschaft des Enzyms selbst, sondern durch die Gegenwart 
eines stabilisierenden Begleitstoffs bedingt sei. 

DaB die Enzyme mit wachsendem Reinheitsgrad un- 
bestiindiger werden, ist eine allgemeine Erscheinung und das 
schwierigste Problem ihrer Reinigung. So _ beobachteten 
R. Willstatter, J.Graser und R. Kuhn’), daB das sonst 
sehr bestindige Invertin empfindlich wird, wenn die analytisch 
nachweisbaren Gruppen entfernt sind. Ebenso erleidet nach 
E. Waldschmidt-Leitz?) die Enterokinase nach einer Rei- 
nigung durch Kaolinadsorption in einigen Tagen merklichen 
Aktivititsriickgang, wihrend die rohen Liésungen lange Zeit 
haltbar sind. Es ist aber noch kein Beispiel bekannt, in dem 
der Ubergang von verhiltnismibig guter Bestindigkeit zu 





1) Diese Zs. Bd. 123, S. 1 (1922). 
*) Diese Zs. Bd. 142, S. 217 (1925). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXX1II. 8 
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sroBer Zersetzlichkeit so schlagartig einsetzte, wie bei der 
Leberesterase mit der Abtrennung der letzten Anteile an 
millongebender Substanz. Dieses Verhalten eréffnet die Még- 
lichkeit, die Ursachen der Enzymerhaltung etwas naher kennen 
zu lernen. 

Aus dem bisherigen Beobachtungsmaterial 1aBt sich mit 
gréBter Wahrscheinlichkeit entnehmen, daB die Stabilisierung 
der Leberesterase in unseren Praparaten der millongebenden 
Substanz selbst und nicht einem anderen, zufallig durch die- 
selbe Reinigungsoperation entfernten Begleitstoff zuzuschreiben 
ist. In drei Beispielen, die zwei verschiedenen Leberproben 
entstammen, ist nimlich der Reinheitsgrad, bei dem die 
Millonreaktion verschwindet, ganz verschieden. Die Esterase- 
werte betrugen 76, 87 und 114, und die Zerstérung war bei 
dem unreinsten dieser eiweiBfreien Priparate eher gréBer als 
bei dem besten. In einem weiteren Versuch, der zum Rein- 
heitsgrad 91 fiihrte, gelang es nicht, die Millonreaktion vdllig 
zu unterdriicken, und entsprechend war die Haltbarkeit gréBer, 
als die der beiden unreineren, aber millonfreien Priparate. 
In 4 Tagen sank die Aktivitét nur um 22°/,. Da in allen 
diesen Praparaten die Reaktionen auf hochmolekulares Eiweif, 
nimlich die Fillungen mit Essigsiure, Ferrocyanwasserstoft- 
siure und Bleiacetat, ferner die Proben auf Tryptophan und 
Histidin negativ ausfielen, so kann man annehmen, daB die 
Stabilitit der Esterase durch tyrosinhaltige KiweiBabbauprodukte 
aufrecht erhalten wird. Diese Vermutung wird gestiitzt durch 
Hinweise aus der Literatur, die vielleicht auf eine ‘hnliche 
Rolle des Tyrosins bei anderen Enzymen schlieBen lassen. 
R. Willstatter und K. Schneider sprechen davon’), dab 
einige ihrer besten und bestandigsten Saccharasepriparate die 
Millonprobe besonders stark geben. S. Frankel und M.Ham- 
burg’), ebenso R. Fricke’) finden, da8 Priparate der Malz- 
amylase sehr empfindlich werden, wenn die Millonreaktion auf 
Spuren zuriickgegangen ist. Eine Schutzwirkung durch Amino- 


— 





1) Diese Zs. Bd. 133, S. 193 (1924). 
*) Hofm. Beitr. Bd. 8, S. 369 (1906). 
*) Chem. Ber. Bd. 57, S. 765 (1924), 
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siuren tiberhaupt beobachteten C.H. Sherman!) bei gereinigter 
Pankreasamylase, E. R. Dawson?) bei Pankreaslipase, S. Na- 
kagawa’) eine Stabilisierung der Sojaurease durch EKiweib- 
korper. 


Beschreibung der Versuche. 


Messung des Enzyms. Zur Bestimmung der Leber- 
esterase verwenden wir die von R. Willstatter und F. Memmen 
fiir Pankreaslipase ausgearbeitete Titrationsmethode der aus 
Buttersiuremethylester abgespaltenen Saéure.*) Aktivierende 
Zusitze, die fiir die Pankreaslipase notwendig sind, konnten 
unterbleiben. Wir stellten fest, da& unsere reinsten Priparate 
ebensowenig durch Natriumoleat, Calciumchlorid und LEier- 
albumin aktivierbar sind, wie die von Willstatter und 
Memmen untersuchten. Auch der Reaktionsverlauf Andert 
sich nicht; die Proportionalitét zwischen Zeit und Umsatz 
bleibt erhalten. 

Als Einheit des Enzyms (1 Esteraseeinheit = 1 E.-E.) dient 
nach der von Willstitter und Memmen fiir die Methyl- 
butyratspaltung durch Pankreaslipase festgesetzten Definition 
diejenige Enzymmenge, die in 20 ccm des angegebenen Ver- 
suchsansatzes enthalten ist und in 60 Minuten 25°/, des 
Butyrates spaltet. In der VIII. Abhandlung iiber Pankreas- 
enzyme wurde sie zu Vergleichszwecken L,’-EK. bezeichnet und 
entspricht 1/4,5 der mit dem Stalagmometer gemessenen 
Kinheit der Tributyrinspaltung (B,-E.). 

Der Reinheitsgrad ist bestimmt durch den Esterasewert 
(K.-W.), das ist die Zahl der in 1 cg der Trockensubstanz ent- 
haltenen Esteraseeinheiten. Er ist wieder 1/4,5 des aus der 
Tributyrinspaltung ermittelten Butyrasewertes (B,-W.) von 
Willstaitter und Memmen. 

Praiparate. Ebenfalls nach dem Vorgang der VIII. Ab- 
handlung itiber Pankreasenzyme gewannen wir das Ausgangs- 


1) Jl. Am. Chem. Soe. Bd. 45, S. 1960 (1923). 
*) Biochem. J]. Bd. 21, S. 398 (1927). 
5) Mitt. med. Fak. Tokyo Bd. 28, S. 383 (1922). 
‘) Diese Zs. Bd. 133, S. 229 (1924). 
g* 
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material unserer Untersuchung durch Extraktion des mit 
Aceton und Ather hergestellten Trockenpulvers aus Schweine- 
lebern mit der 40fachen Menge n/40-ammoniakalischen Wassers. 
Wir verwandten im ganzen drei Leberproben. 






































Esterasewerte 
Leberprobe ees 
des Trockenpulvers| des Auszugs 
I 1,3 | 3,8 
I 0,95 | 2.5 
Il 0,89 | 3,2 





Die ammoniakalischen Ausziige bestehen in der iiber- 
wiegenden Menge aus KiweiBkérpern. Zusitze von Ferrocyan- 
wasserstoffsiure, Ammonsulfat, Uranylacetat, Bleiacetat und 
Quecksilberchlorid geben starke Niederschlige, positiv sind die 
Biuretprobe und die Reaktionen von Millon, Pauly, Adam- 
kiewicz, undeutlich die von Fiirth und von Molisch. Auf- 
fallend ist das Fehlen der Kohlehydrate; die Fehling sche 
Reaktion ist véllig negativ, auch nach Kochen der Lésung 
mit starker Salzsiure. 


In der Absicht, vor Anwendung des Adsorptionsverfahrens 
eine Reinigung der ammoniakalischen Ausziige auf anderem 
Wege zu bewirken, unterwarfen wir sie der Dialyse gegen 
flieBendes, destilliertes Wasser. Je nach Verwendung von 
pfilanzlicher oder tierischer Membran konnten wir interessante 
Unterschiede in der Wirkung der Dialyse beobachten. Aus 
Beuteln von Pergamentpapier diffundierten im Lauf von 
24 Stunden 12 bis 25°/, des angewandten Enzyms, wahrend 
in derselben Zeit der Verlust aus einer Fischblase nur 2 bis 
8°/, betrug. (In besonderen, ohne Wasserwechsel durch- 
gefiihrten Versuchen lieB sich keine Esterase auBerhalb der 
Pergamentmembran nachweisen. Wir vermuten daher, daB 
nicht das Enzym selbst, sondern sein Stabilisator die Perga- 
mentmembran durchdringt.) Der Unterschied ist nicht oder doch 
nicht in der Hauptsache auf die verschiedene Porenweite der 
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Membrane zuriickzufiihren. Dialysenversuche, die zur selben 
Zeit mit einer aus Harn gewonnenen und auf die Herztitigkeit 
einwirkenden Substanz') unternommen wurden, hatten genau 
das umgekehrte Ergebnis. Dasselbe Pergamentpapier, wie das 
in unsern Versuchen verwendete, hielt die Substanz sehr voll- 
kommen zuriick, durch die Fischblase aber trat starker Verlust 
ein. Diese Ergebnisse lassen erkennen, da neben der rein 
mechanischen Frage der Porenweite chemische Momente fiir 
die Dialysierbarkeit einer Substanz ausschlaggebend sind, sei 
es durch Festhalten der durchtretenden Molekiile an den 
Bausteinen der Membran, wodurch Dialyse verhindert, oder 
durch ihre Lésung in der Membransubstanz, wodurch ein 
Transport nach der Seite der AuBenfliissigkeit erméglicht 
wird. Da das Fassungsvermégen der iiblichen Fischblasen 
fir die Dialyse gréBerer Substanzmengen zu gering ist, ver- 
wenden wir als Dialysierbeutel ganze Hammelblinddirme °), 
aus denen hiufig die kiuflichen ,,Fischblasen“ angefertigt 
werden. Sie fassen bei einer Liinge von etwa 40 cm gut 
3/, Liter Lésung. 


Die Dialyse dauerte im allgemeinen 3 Tage und lieferte 
Ausbeuten von 80—97°/, des Enzyms. Ihr Erfolg bestand 
nicht nur in der Abtrennung von niedrig molekularen Begleit- 
stoffen; vielmehr trat durch die Entfernung des Ammoniaks 
auch eine Abscheidung von EKiwei®kérpern ein. Manchmal 
and sich ein leicht filtrierbarer Niederschlag am Boden der 
Dialysierschlauche, meist war die Lésung milchig getriibt, 
und erst auf Zusatz von etwas Ammonacetat erfolgte die Aus- 
flockung der kolloidalen Lésung. Nach dem Abfiltrieren des 
Niederschlags besitzt das Enzym Reinheitswerte von 5—15, 
durchschnittlich von 10. Bei der Bestimmung des Trocken- 
gewichts stért die Anwesenheit von Ammonacetat nicht, da es 
bei lingerem Verweilen in einer Umgebung von 100° sich 
restlos verfliichtigt. 


1) E. K. Frey u. H. Kraut, Diese Zs. Bd. 157, S. 33 (1926). 
2) Zu beziehen von der Firma H. Fuchs, Miinchen, SchiitzenstraBe. 
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Adsorptionskurven an Kaolin’) und an Tonerde?’) (vgl. 
Kurve 1 der Figur) ergaben, daB von den ersten zugesetzten 
Adsorbensanteilen relativ viel weniger Enzym gebunden wurde, 
als von gréBeren Mengen, so da eine Voradsorption zweck- 
miibig erschien. Wir unternahmen in allen Fillen eine Vor- 
adsorption mit Kaolin aus n/100-essigsaurer Lésung und er- 
reichten in den Restlésungen Esterasewerte von bestenfalls 27, 
durchschnittlich von 17 mit Ausbeuten von 80—90°/, des 
Enzymgehalts der Dialysate. Das Kaolin la8t sich schlecht 
zentrifugieren, besser filtriert man es durch eine diinne Schicht 
von Kieselgur. Wenn die Lésungen nicht schon nach der 
Dialyse mit Ammonacetat versetzt wurden, ist dieser Zusatz 
zur Filtration des Kaolins meist notwendig. 
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Adsorptionsverhalten der Leberesterase gegen Tonerde auf verschiedenen Reiuheitsstuten, 
A.-W. = Anzahl der von 1 g Tonerde aufgenommenen E.-E. 
c = Anzahl der E.-E. in 1 Liter Losung nach erfolgter Adsorption. 
Die Adsorptionskurven sind aufgenommen mit einem Priparat aus Leberpulver III 
und zwar: 
Kurve 1 nach der Dialyse (E.-W. 15) 
Kurve 2 nach der folgenden Kaolinvoradsorption (E.-W. 23) 
Kurve 3 nach der folgenden ersten Tonerdevoradsorption (E.-W. 19) und Eindampfen 
(E.-W. 14) : 
Kurve 4 nach der zweiten Tonerdevoradsorption (E.-W. 14?) 
Mit Punkt x der Kurve 4 wurde die Hauptadsorption an Tonerde durchgeftihrt, 
und das Enzym mit einem E.-W. von 91 daraus eluiert. 


a —_ 





1) Das Kaolin wurde vor dem Gebrauch nach dem Verfahren von 
R. Willstitter und K. Schneider (a. a. O.) mit Salzsiiure mehrfach 
ausgekocht und bis zum Verschwindea der sauren Reaktion dekantiert. 
) Zu allen Tonerdeadsorptionen diente Polyaluminiumhydroxyd A 
nach der Vorschrift von R. Willstaitter u. H. Kraut, Chem. Ber. Bd. 57, 
S. 1082 (1924). 
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Auf dieser Reinheitsstufe zeigen die Praparate den in 
Kurve 2 der Figur dargestellten Adsorptionsverlauf. Das 
Enzym wird mit wesentlich besseren Adsorptionswerten von 
der Tonerde aufgenommen, aber es befindet sich nach der von 
H. Kraut und E. Bauer vorgeschlagenen Ausdrucksweise in 
benachteiligter Konzentration, und seine Adsorption verspricht 
wenig Reinigungserfolg. Dieser wird, wie zahlreiche Versuche 
lehrten, dadurch noch besonders verschlechtert, daB die mit 
dem Enzym adsorbierten Begleitstoffe bevorzugt vor ihm 
eluiert werden. 

Es hat sich nun herausgestellt, dab man diese Begleit- 
stoffe aus n/100-essigsaurer Lésung zusammen mit 20—30°/, 
des vorhandenen Enzyms durch Tonerde wegadsorbieren kann. 
Der Reinheitsgrad der Lésungen wird dadurch nicht gebessert, 
oft sogar nicht unbetriachtlich verschlechtert. Aber diese 
MaBnahme entfernt Begleiter, welche die Elution des Enzyms 
beeintrachtigen, und solche, die bevorzugt vor dem Enzyim 
eluierbar sind. Die Lésungen des Enzyms sind nun in diinner 
Schicht vollkommen farblos, in dicker schwach hellgelb, wahrend 
die rohen Extrakte eine braungelbe, die Dialysate noch cine 
gelbe Farbe besitzen. Sie sind durch die zahlreichen Ope- 
rationen sehr verdiinnt geworden; in 1 Liter befinden sich 140 
bis 220 K.-H. Sehr bemerkenswert ist, daB die Adsorptions- 
werte gegeniiber dem Zustand vor der Tonerdeadsorption be- 
deutend erniedrigt sind, nimlich von etwa 1500 auf 100—200 
bei derselben Restlésungskonzentration. Koadsorbentien, welche 
eine vermehrte Bindung des Enzyms an T'onerde vermittelten, 
scheinen abgetrennt worden zu sein. 

Adsorbiert man jetzt die Leberesterase fast vollstiindig an 
Tonerde, so ist die Elutionsausbeute aus dem sehr umfang- 
reichen Adsorbat gering und laBt sich durch Anwendung der 
verschiedensten Eluentien nicht verbessern. Steigert man durch 
Kindampfen die Konzentration des Enzyms auf das vierfache, 
so steigen, wie Kurve 3 der Figur zeigt, die Adsorptionswerte 
fast auf die alte Héhe. Infolge der Verringerung der not- 
wendigen Adsorbensmengen wird das Enzym wieder leicht 
eluierbar. 
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Diese Konzentrierung, die wir im Hochvakuum einer 0)- 
pumpe vornahmen, war anfangs mit groBen Enzymverlusten 
verbunden. Die Anwesenheit von Ammonacetat bewirkt, daf 
urspriinglich véllig neutrale Lésungen immer wieder sauer 
werden, besonders stark, wenn das Volumen im Destillations- 
gefiB voriibergehend sehr gering wird. Wir hielten daher 
durch staindiges Nachsaugen die Fliissigkeitsmenge im Rund- 
kolben immer auf 2 Liter und unterbrachen bei einer Ver- 
arbeitung von 10 Litern mindestens dreimal die Destillation, 
um den Kolbeninhalt mit Ammoniak vollstandig zu neutrali- 
sieren. Die Verluste der Destillation lieBen sich so (beim 
Konzentrieren auf den vierten Teil des Volumens) von anfangs | 
50—60°/, auf 15—20°/, zuriickdringen. Die meist trib ge- 
wordenen Lésungen neutralisiert man genau mit Ammoniak 
und klart sie mittels Filtrieren durch eine diinne Kieselgur- 
schicht. Sie enthalten nun im Liter 600—800 E.-E. 

Durch den bisherigen Verlauf der Reinigung ist der Rein- 
heitsgrad des Enzyms nicht wesentlich gesteigert worden. Es 
besitzt Esterasewerte von 10—25, wihrend noch knapp die 
Halfte der urspriinglichen Enzymmenge vorhanden ist. Aber 
unter den Begleitstoffen des Enzyms ist eine starke Verschie- 
bung eingetreten. Die hochmolekularen und gut adsorbierbaren 
KiweiBkérper sind fast vollstindig verschwunden. Die Reaktion 
mit Ammonsulfat fallt negativ aus, diejenigen mit Uranylacetat, 
Quecksilberchlorid und Ferrocyanwasserstoffsiure sind auf | 
schwache Triibungen zuriickgegangen. Stark positiv sind nur 
noch die Millonsche und die Biuretprobe. 

Zahlreiche Versuche haben ergeben, daB es nicht zweck- 
maBig ist, an der beschriebenen Reihenfolge der Reinigungs- 
operationen (Dialyse—Kaolinvoradsorption —Tonerdevoradsorp- 
tion—EKindampfen) etwas zu iindern. Bis zu dieser Stufe war 
auch der Reinigungsgang aller gegliickten Priparate vollkommen 
gleichartig. Die Entfernung der jetzt noch vorhandenen Kiweib- 
abbauprodukte erforderte aber bei den verschiedenen Prapa- 
raten ungleiche AdsorptionsmaBnahmen. 

Bei zwei aus Leberpulver I hergestellten Lésungen ge- 
niigte eine einzige Tonerdeadsorption, die wir aus n/100-essig- 
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saurer Loésung mit einem Adsorptionswert von etwa 2000 bei 
einem Adsorptionsgrad von 80°/, durchfihrten, um Millon- 
und Biuretreaktion zum Verschwinden zu bringen. Zur Elution 
diente, wie in der VIII. Abhandlung iiber Pankreasenzyme, 
n/4-Ammoniak (etwa lccm auf zwei adsorbierte E-E.), das 
wir 5 Min. einwirken lieBen. Nach dem Abtrennen mit der 
Zentrifuge wird die Lésung sofort mit verdiinnter Essigsiure 
genau. neutralisiert. Die Ausbeuten der Elution betrugen in 
beiden Praparaten nur etwa 20°/,, die Esterasewerte 76 und 87. 
Da an den auf die Herstellung der Priaiparate folgenden Vor- 
mittagen die Wirksamkeit schon auf 50°/, zuriickgegangen 
war, vermuten wir, daB diese hochempfindlichen Priparate im 
Adsorbat und durch die Elution stark inaktiviert worden 
sind, und die schlechte Ausbeute auf Zerstérung zuriickzu- 
fiihren ist. 

Bei Priparaten aus den Leberpulvern II und III bewirkte 
die einfache Tonerdeadsorption keine bedeutende Steigerung 
des Reinheitsgrades, Anscheinend waren die hochmolekularen 
und gut adsorbierbaren Begleitstoffe hier nicht mit gleicher 
Vollstandigkeit durch die der Adsorption vorangehenden Ver- 
fahren entfernt worden. Der Erfolg der Tonerdeadsorption 
lieB sich wesentlich vermehren, wenn man nach dem Kindampfen 
zunachst eine zweite Tonerdevoradsorption von etwa 20°/, 
des Enzyms vornahm. Die Kurven 3 und 4 der Figur zeigen 
deutlich die Verbesserung im Adsorptionsverhalten. Bei der 
folgenden Tonerdehauptadsorption von 60—85°/, des Enzyms 
(je nach den aus den Adsorptionskurven ersichtlichen giinstigsten 
Adsorptionsgraden) erreichten wir Esterasewerte von 78 bei 
dem Priparat aus Leberprobe II und von 91 bei demjenigen 
aus Leberprobe III, und zwar mit Elutionsausbeuten von 40 
bis 60°/,. Aber alle Lésungen gaben deutliche Millonreaktion. 
Wiederholung der Tonerdeadsorption besserte weder den Rein- 
heitsgrad noch die Zusammensetzung. In dem Bestreben, die 
Adsorption so auswahlend wie méglich zu gestalten, nahmen 
wir bei einem Praparat aus Leberpulver III fast auf jeder 
Stufe der Reinigung vollstandige Adsorptionskurven an Ton- 
erde auf, die in der Figur wiedergegeben sind. Der Reinheits- 
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grad dieses Priparates war mit K.-W.91 hoher als alle bis 
dahin erreichten, ohue da8 jedoch die letzten Spuren von Eiweib- 
kérpern abgetrennt werden konnten. 

Zum Ziele fiihrte schlieBlich der schon oft bei Enzym- 
reinigungen bewihrte Wechsel von Kaolin- und Tonerdeadsorp- 
tion. Kingedampfte Lésungen von Praparaten aus Leberpulver I]1 
wurden erst mit Tonerde voradsorbiert, dann das Enzym an 
Kaolin gebunden, mit Ammoniak freigelegt und nach Uber- 
sittigung mit Hssigsiure bis zu n/100-Siure an Tonerde ad- 
sorbiert. Bei einer Ausbeute von 30°/, wurde aus diesem 
Adsorbat das Enzym eluiert mit einem Esterasewert von 114, 
der das beste in der Literatur beschriebene Praparat um das 
dreifache iibertrifft. Gegeniiber der frischen Leber ist der 
Reinheitsgrad hier um das 650 fache gesteigert, 128 mal besser 
als in dem getrockneten und entfetteten Organ. Millon- und 
Biuretreaktion, in der Kaolinelution noch schwach positiv, 
fielen in der Tonerdeelution vollkommen negativ aus. 

Ks ist somit nicht méglich, eine exakte Vorschrift zur 
Herstellung von Leberesterasepraparaten zu geben, die frei sind 
von allen durch allgemeine Gruppenreagenzien nachweisbaren 
Begleitstofien. Wie immer beeinflussen die geringen Schwan- 
kungen in der Gewinnung des Enzymmaterials und in den 
ersten Schritten seiner Reinigung in hohem MaBe das Adsorp- 
tionsverhalten. Doch erscheint der im folgenden genauer be- 
schriebene Gang unseres reinsten Priparates durch die be- 
sonders schwierige Entfernung der letzten Reste von Begleit- 
stofien als ein geeignetes Beispiel fiir die Reinigung dieses 
Enzyms. 

1 kg frische Schweineleber zerkleinert man in einer mit 
feinstem Sieb versehenen Fleischhackmaschine und trigt den 
Organbrei in 2 Liter Aceton ein. Nach griindlichem Durch- 
mischen und 2stiindigem Stehen saugt man auf der Nutsche 
ab und schiittelt den Filterriickstand von neuem mit 2 Liter 
Aceton an. Dann wiederholt man nach einer Stunde das Ver- 
fahren mit einem Gemisch aus gleichen Teilen Aceton und 
Ather, schlieBlich zweimal mit 2 Liter Ather. Das erhaltene 
Pulver trocknet man auf Lagen von Filtrierpapier an der Luft, 
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treibt es durch eine Schlagmiihle und erhalt nach dem Ab- 
sieben 180—200¢g staubfeines gelblichgraues Pulver. 

150 g dieses Pulvers extrahierten wir iiber Nacht mit 
6 Liter n/40-Ammoniak. Die Filtration durch ein Faltenfilter 
lieferte in 5,5 Litern 7500 E.-E. Nach dreitiigigem Dialysieren 
gegen flieBendes destilliertes Wasser war der Inhalt der Hammel- 
dirme stark getriibt. Wir fallten die Lésung, deren Volumen 
8,5 Liter betrug, mit 300ccm 12°/,igem Ammonacetat. Vom 
gut absitzenden Niederschlag konnte man nach einer Stunde 
die klare Loésung abdekantieren. Sie enthielt noch 80°/, der 
enzymatischen Wirkung des Auszugs. 

8 Liter dieses Dialysats wurden n/100-essigsauer gemacht 
und mit 28g Kaolin versetzt. Sie nahmen 25°/, des Enzyms 
auf und konnten durch eine mit diinner Kieselgurschicht be- 
deckte Nutsche klar abfiltriert werden. Von den erhaltenen 
9,5 Litern unterwarfen wir neun mit einem Gehalt von 4070 E.-K. 
der Voradsorption mit 2,4 g Polyaluminiumhydroxyd A und 
erhielten in 15 Liter Restléisung 80°/, des angewandten Kn- 
zyms mit einem K.-W. von 16. 

Das Einengen auf 4 Liter brachte infolge hiautigen Neu- 
tralisierens des Kolbeninhalts nur einen Verlust von 16°/). 
Die durch Kieselgurfiltration geklirte Lésung (2720 E.-E.) wurde 
nochmals mit einem Verlust von 40°/, durch 0,34g Tonerde 
voradsorbiert. 

Ubersicht iiber den Gang des Priparates. 








Ausbeute aus rae 
Ausbeute | der vorher- | Reinheitsgrad 
im ganzen gehenden K.-W. 
Operation 
BOWONt «4s 6 % os 100 100 3,2 
De! 6. odie wy ter He 80 80 14 
Kaolinvoradsorption . . 60 75 20 
1. Tonerdevoradsorption . 48 80 16 
Eindampfen .... . 40 84 13 
2. Tonerdevoradsorption . 24 60 -- 
Kaolinadsorption .. . 20 82 — 
ee. ge Ke, 9 45 78 
Tonerdeadsorption 7 17 — 
Elution 2 31 114 
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800 ccm dieser Lésung (der Rest wurde zu Versuchen ver- 
wendet, um den giinstigsten Weg der Reinigung zu ermitteln) 
versetzten wir mit 100ccm n/10-Essigsiure und 100ccm einer 
Suspension von 2,4 g Kaolin, die 82 °/, des Enzyms aufnahmen. 
Das abfiltrierte Adsorbat zerlegten wir mit 700ccm n/4-Am- 
moniak und erhielten 115 K.-E. vom Reinheitsgrad 78. Wir 
adsorbierten nun 100 K.-E, zu 77°/, aus n/100-essigsaurer 
Lésung an 0,20 g Tonerde (Gesamtvolumen 1000ccm) und 
eluierten 23 K.-H. mit 200 ccm n/4-Ammoniak. Ihr Esterase- 
wert betrug 114. Nach dem Eindampfen der Lésung erhielten 
wir mit Millons Reagens keinen positiven Ausfall mehr. 

Bestandigkeit. Wahrend wiBrige Ausziige der Pan- 
kreaslipase héchst unbestindig sind, und haltbare Lésungen 
nur durch reichlichen Glycerinzusatz gewonnen werden, be- 
wabrt die Leberesterase in den schwach ammoniakalischen 
Ausziigen ihre Wirksamkeit fast unvermindert. Wir fanden 
in einem Beispiel nach 3 Wochen 100°/,, nach 8 Wochen 
82 °/,, nach 5 Monaten noch 81 °/, des Enzyms vor. Es scheint, 
daB diese Ausziige haltbarer sind als das getrocknete Organ 
selbst. Nach 2—3 Monaten lassen sich nur noch 75°/,, nach 
5 Monaten nur 50—65°/, der urspriinglich extrahierbaren 
Enzymmenge herauslésen. Vielleicht beruht diese Erscheinung 
aber auch auf einer festeren Verankerung des Enzyms. 

An dieser Bestindigkeit wird durch die Wegnahme der 
hochmolekularen Eiwei8kérper nichts geindert. Dialysierte 
Lésungen verloren in 8 Wochen 15—30°/, ihrer Wirksamkeit, 
mit Kaolin und Tonerde voradsorbierte blieben 8 Tage véllig 
bestindig und verloren in 3 Wochen erst 15°/,. Auffallender- 
weise erhéht das Eindampfen ein wenig die Kmpfindlichkeit. 
Solche Priaparate ergaben nach 5 Tagen noch 70 bis 85°/,, 
nach 8 Wochen noch die Halfte der urspriinglich feststellbaren 
Knzymmenge. 

In schroffem Gegensatz dazu verlieren die millonfreien 
Praparate ihre Wirksamkeit in kurzer Zeit. Nach einem Tag 
lieBen sich in den Praparaten aus Leberpulver I mit den 
Esterasewerten von 76 und 87 nur noch 47 und 50°, des 
Enzyms nachweisen, nach 8 Wochen waren sie vollkommen 
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unwirksam. Interessant ist der Vergleich der Priparate aus 
Leberpulver III. Das millonfreie vom E.-W. 114 verlor am 
ersten Tag 38, am zweiten weitere 25°/, seiner Wirksamkeit, 
waihrend das Priparat vom E.-W. 91 durch den geringen Ge- 
halt an Millon gebender Substanz erheblich bestindiger war. 
Es besaB nach 4 Tagen noch 78, nach 6 Tagen noch 44°/, 
seiner urspriinglichen Wirksamkeit. Da einfache Peptide und 
Aminosauren durch die lange Dialyse, hochmolekulares EKiweif 
durch die AdsorptionsmaBnahmen entfernt sind, mu8 man an- 
nehmen, da tyrosinhaltiges Polypeptid ein spezifischer Stabili- 
sator fiir Leberesterase ist. 











Zur Chemie des Blutfarbstoffes. 
8. Mitteilung. 


Von 
Felix Haurowitz. 


(Aus dem med.-chem. Institut der deutschen Universitit in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. November 1927.) 


Die Verschiedenheiten in Krystallform und Léslichkeit 
des Blutfarbstoffes verschiedener Tiere haben friihzeitig zu der 
Annahme gefiihrt, daB verschiedene Himoglobine existieren. 
Da man aus dem Hamoglobin verschiedener Tierarten jedoch 
stets gleiche Himinkrystalle nach dem Teichmannschen Ver- 
fahren erhielt, neigte man der Ansicht zu, daB die Ver- 
schiedenheit der Himoglobine nicht auf Abweichungen im 
Bau der prosthetischen Gruppe, sondern auf artspezifische 
Verschiedenheiten ihrer Eiwei8komponente zuriickzufiihren 
sel.') In groB angelegten klassischen Versuchen ist ins- 
besondere von W. Kiister*) gezeigt worden, daB die ver- 
schiedenen Haimine der Literatur in das gleiche typische 
aé-Himin iiberfiihrt werden kénnen, d. h. in jenes Hamin, das 
sich direkt mittels des Schalfejewschen Verfahrens ge- 
winnen 1laBt. 

Wahrend nun das Schalfejewsche Verfahren (Behand- 
lung mit Hisessig-NaCl) stets ein und dasselbe Himin liefert, 
unabhingig von der Art des verwendeten Blutfarbstoffes, er- 
hielten W. Kiister und seine Mitarbeiter bei Anwendung der 
Mérnerschen Methode verschiedene Himine aus dem Blut- 
farbstoff verschiedener Tiere. 


Die Mérnersche Methode der Himindarstellung beruht im wesent- 
lichen auf Extraktion des durch Kochen koagulierten Blutfarbstoffes mit 


1) Vgl.z. B. Abderhalden, Lehrb. d. physiol. Chem. Bd. 1, S. 689 
(1923). 


*) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 40, S. 39 (1904). 
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angesiuertem Alkohol und Kochen des sauren Extraktes mit HCl. Man 
erhalt dabei ein Gemisch von Hiimin mit seinen Athylestern. Tritt an 
Stelle des Athylalkohols Methylalkohol (= Mérner-Kiistersches Ver- 
fahren’), so erhalt man ein Gemenge von Methylestern des Hiimins. 

Die Modifikation (a-, f- bzw. w-Himin) und der Alky- 
lierungsgrad des erhaltenen Produktes waren in den Kiister- 
schen Versuchen verschieden und anscheinend ganz unabhingig 
von den eingehaltenen Bedingungen. Kiister kommt daher 
zu einer Kinschrankung seiner urspriinglichen Vorstellung iiber 
die Einheitlichkeit des Haimins. Er nimmt neuerdings an, 
da8 bereits im Hiamoglobin verschiedener Individuen in Hin- 
sicht der prosthetischen Gruppe Unterschiede existieren, Unter- 
schiede, die bei der Schalfejewschen Methode der Hamin- 
darstellung verwischt werden, bei der Mérnerschen Methode 
jedoch das Auftreten verschiedener Hiimine verursachen. 

Die von Kiister beobachteten Verschiedenheiten betrefien 
den Alkylierungsgrad des erhaltenen Himins, die Lislichkeit 
desselben in wiaBriger Sodalésung, in angesiuertem Alkohol, 
sowie das Verhalten gegen Anilin. Die gefundenen Unter- 
schiede werden von Kiister auf Verschiedenheiten in der 
Bindung des Globins an die Carboxyle der prosthetischen 
Gruppe, auf Lacton- und Betainbildung im Hamin und auf Ver- 
esterung der prosthetischen Gruppe mit Cholesterin zuriick- 
gefiihrt. Eine ausfiihrliche Begriindung dieser Ansichten findet 
man in den Mitteilungen von W. Kiister und Mitarbeitern.’) 

Im Gegensatz zu den Kiisterschen Befunden hat 
A. Hamsik stets gleiches Himin aus dem Blut verschiedener 
Tiere erhalten. Sein Verfahren unterscheidet sich von dem 
Mérnerschen vor allem dadurch, da8 die Einwirkung heiBer 
Mineralsiuren vermieden wird. Hamsik%) hat namlich fest- 
gestellt, daB die EKinwirkung von Mineralsiuren, von Laugen 





1) W. Kiister, Diese Zs. Bd. 151, 8.56 und zwar S. 63, Fubnote 
(1926). 

2) ,Uber individuelle Blutuntersuchungen“, Diese Zs. Bd. 133, 
S. 150 (1924); Bd. 136, S. 297 (1924); Bd. 138, S. 23 (1924); Bd. 151, 
S. 56 (1926); Chemie d. Zelle Bd. 13, S. 54ff. (1926). 

®) A. Hamsik, Spisy lék. fak. v. Brné Bd. II],, Heft A26, S. 1 
(1924/25); ferner Diese Zs. Bd. 148, S. 101 (1925). 
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und von langdauerndem Erhitzen wesentlich fiir die Art des 
gebildeten Himins ist. Bei Vermeidung der genannten ver- 
indernden Hinfliisse erhalt er stets reines typisches «-Himin. 


In einem gewissen Gegensatz zu den neueren Kiisterschen 
Arbeiten steht auch eine eigene friithere Arbeit dieser Untersuchungs- 
reihe.') Es war dort gezeigt worden, daB die verschiedenen Methimo- 
globine der Literatur lediglich als Mischungen einer in saurem und einer 
in alkalischem Milieu bestiindigen Form des Methiimoglobins aufzufassen 
sind, daB also die verschiedenen Methiimoglobine nichts anderes sind, 
als in verschiedenem Verhiltnis auftretende Gemische dieser beiden 
Komponenten. Von Kiister’) ist wohl mit Recht hervorgehoben worden, 
daB die dort angewandte optische Methode nicht geeignet sei, dic 
individuellen Verschiedenheiten der Himoglobine zu erfasscx; denn die 
von Kiister gefundenen Verschiedenheiten betrafen nicht die farb- 
gebenden Gruppen des Molekiils, kamen also im Spektralbild gar nicht 
zum Ausdruck. Um unsere friiheren, auf die Einheitlichkeit des Met- 
hiimoglobins beziiglichen Schliisse zu erweitern oder einzuschrinken, 
wurden die im folgenden beschriebenen Versuche unternommen. 

Ks lieB sich nun zeigen, daB auch bei Anwendung des 
Moérner-Kiisterschen Verfahrens stets identische Priparate 
ohne individuelle Differenzen erhalten werden. Zu diesen Ver- 
suchen muBte das Moérner-Kiistersche Verfahren so weit 
modifiziert werden, daB die Versuchsbedingungen eindeutig re- 
produzierbar und identisch wurden. Diese Forderung wird von 
dem urspriinglichen Verfahren nicht ganz erfiillt, denn es wird 
weder auf den Himoglobingehalt des zu verarbeitenden Blutes, 
noch auf Beimengung von Stromabestandteilen Riicksicht ge- 
nommen; es wird ferner unter wenig definierten Temperatur- 
bedingungen gearbeitet, da Koagulation durch Aufkochen 
erfolgt, wobei der koagulierte Farbstoff den GefaBwinden an- 
haftet und leicht iiberhitzt wird. 

Wir haben daher Serum und Stroma méglichst weitgehend 
entfernt und die Koagulation der auf gleichen Himoglobingehalt 
gebrachten Lisungen am Wasserbade vorgenommen; mit dem 
so modifizierten Moérner-Kiisterschen Verfahren erhielten 
wir bei 8 Versuchstieren innerhalb einer jeden Versuchsreihe 


stets ein und dasselbe Himinpraparat. Die erhaltenen Krystalle 





1) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 138, S. 68 (1924). 
*) W. Kiister, Chemie d. Zelle Bd. 13, S. 62 (1926). 
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unterschieden sich voneinander kaum in der Léslichkeit in Soda- 
lésung oder in angesiiuertem Alkohol, und zeigten innerhalb einer 
jeden Versuchsreihe auch annihernd gleichen Alkylierungsgrad. 
Sie traten stets in Form langer, zum Teil gekreuzter Nadeln 
auf und waren nahezu frei von Cholesterin. Es zeigte sich in 
besonderen Versuchen, da8 nur dann cholesterinhaltige Pri- 
parate erhalten werden, wenn der Blutfarbstoff durch anhaftende 
Stromata verunreinigt ist. Reiner, von Stroma méglichst weit- 
gehend befreiter Blutfarbstoff ist auch nahezu frei von Cholesterin. 

Diese Versuchsergebnisse bestitigen die friiher von Kiister 
vertretene Auffassung iiber die Ejinheitlichkeit der Hiimine. 
Es mu8 daher angenommen werden, daB die Verschiedenheiten 
der nach Mérner erhaltenen Himine — welche W. Kiister 
zu seiner neuen Anschauung iiber individuellen Bau des Blut- 
farbstoffes gefiihrt haben — auf die in der Methode gelegenen 
ungleichen Versuchsbedingungen zuriickgehen und nicht auf in- 
dividuelle Unterschiede im Bau des Blutfarbstoffes. Es ist weiter 
zu vermuten, daB im unverinderten Blutfarbstoff stets die «- 
Modifikation der prosthetischen Gruppe vorliegt — wie dies be- 
reits Hamsik ausgesprochen hat — und daB sie stets in gleicher 
Bindungsweise an Protein gebunden ist. Ks ist endlich zu folgern, 
daB das in Himoglobinpriparaten gefundene Cholesterin ledig- 
lich auf Beimengung von Stromalipoiden zuriickzufiihren ist, 
nicht auf chemische Bindung durch die prosthetische Gruppe. 


Experimenteller Teil, 
1. Modifikation des Morner-Kiisterschen Verfahrens. 


Durch die Anwendung relativ kleiner Blutmengen ist es 
méglich, stets 4 Priparate im Laufe von 36 Stunden gleich- 
zeitig und sowohl nach der neuen wie nach der urspriinglichen 
Morner-Kisterschen Methode zu verarbeiten. Zu diesem 
Behufe wird friih im Schlachthof das frische Blut der Tiere 
entnommen und durch Schiitteln mit Glasperlen defibriniert. 
Etwa 2 Stunden spiiter wird der Hamoglobingehalt des defi- 
brinierten Blutes colorimetrisch oder spektrephotometrisch be- 
stimmt und eine etwa 15 g Himoglobin entsprechende Menge 
des Blutes abgemessen. Nun wird 3dmal mit 1,2°/, NaCl 
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zentrifugiert und zur Himolyse in Anlehnung an Heidelberger‘) 
mit dem gleichen Volumen Wasser und ?/, des Gesamtvolumens 
an Toluol versetzt, geschiittelt, dann bis zum nachsten Morgen 
stehen gelassen. 

Am niachsten Morgen wird scharf zentrifugiert und die 
untere dunkelrote Himoglobinschicht abpipettiert. Sie wird 
in einen Erlenmeyerkolben gebracht, auf 240 ccm mit Wasser 
verdiinnt, 1 ccm 1°/,iger H,SO, zugefiigt und am siedenden 
Wasserbad unter wiederholtem Umschiitteln 15 Minuten stehen 
gelassen, nach Erkalten auf der Nutsche abgesaugt. Dabe: 
wird stets ein grobes, gut filtrierbares Koagulat erhalten. 

Der mit 100 ccm Methylalkohol gewaschene Riickstand 
wurde durch 2 Stunden mit 175 ccm 1°/, Schwefelsiure ent- 
haltendem Methylalkohol extrahiert, neuerlich abgesaugt und 
das Extrakt im Schliffkolben am. RiickfluB im siedenden Wasser- 
bade erhitzt. 5 Minuten nach Ejinbringen ins Wasserbad 
wurden durch den Riickflu8kiihler 10 ccm einer Mischung von 
0,8 ccm konz. HCl + 9,2 ccm Methylalkohol eingebracht und 
weitere 10 Minuten am Wasserbad gelassen. Dann wurde 
erkalten gelassen, durch nichtfaserndes Filterpapier abgesaugt, 
mit Methylalkohol und mit Ather gewaschen und im Vakuum 
bei Zimmertemperatur getrocknet. 

Um Vergleiche mit der urspriinglichen Mérner-Kister- 
schen Methode ziehen zu kénnen, wurden gleich am ersten 
Tage — wahrend die vier nach der neuen Methode zu be- 
handelnden Priparate der Himolyse iiberlassen waren — je 
100 ccm des gleichen defibrinierten Blutes nach dem urspriing- 
lichen Mérner-Kiister-Verfahren behandelt. Es wurde hierzu 
auf 400 ccm verdiinnt, mit 1ccm 1°/,iger H,SO, angesiuert, tiber 
freier Flamme aufgekocht, abfiltriert, mit Methylalkohol abgepreBt, 
dann das Koagulat, wie oben angegeben, weiter behandelt. 


2. Eigenschaften der aus verschiedenem Blut 
gewonnenen Hamine. 


Nach der im ersten Abschnitt beschriebenen Methode 
wurde das Blut von 4 Tieren verarbeitet. Stets wurden groBe, 


1) M. Heidelberger, Jl. of Biol. Chem. Bd. 538, S. 34 (1922). 
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beiderseitig zugespitzte Nadeln erhalten, die in 5°/,iger Soda- 
lésung weder kalt noch heiB gelést wurden. Ihre geringe 
Léslichkeit in Alkohol, der 1°/, H,SO, enthielt, und ihr 
Methylierungsgrad gehen aus Tab. I hervor. 


Tabelle I. 





a) Nach neuem Ver- . - 
folwon veresheitet b) Nach Mérner-Kiister 


Nr. (AMerund Tierarnt? ———ti—i‘Sset*;*;”tCTC<t«s<‘<‘z |;*é‘(i‘i CSCS / 
Loslichkeit | Léslichkeit 4 > 











* 0/ 

in saurem 9 40 in saurem Lo A 
Alkohol |CHs| Fe} aipohoy | CHs; F¥ 

1 | Kuh, 1. 1:21000 | 4,518,7] 1:10000 | 3,4 | 8,7 

2 | Stier, 1 J. 1:20000 | 4,3] 8,7] 1:11000 | 3,7 | 8,7 

3 | Kuh, 4 J. 1:20500 | 40]84] 1:12000 | 34] 85 

4 | Stute, 10 J.. 1:22000 | 40/85] 1: 9000 | 32] 85 














Belege. Die Léslichkeit wurde colorimetrisch gegen eine Ver- 
cleichslésung bekannten Hiimingehalts bestimmt. — Methoxylbestimmung 
nach Pregl-Kirpal-Biihn.') Himinmengen fiir Spalte a): 18,2 mg, 
19,8 mg, 22,1 mg, und 25,5 mg, fiir Spalte b): 24,6 bzw. 16,1 bzw. 21,6 
bzw. 19,8 mg. Verbrauch an n/50-AgNO, 2,71 cem, 2,82 cem, 3,02 ccm, 
3,43 cem, 2,77 ecm, 1,96 ccm, 2,42 cem und 2,10 ccm. 

Fiir Fe-Bestimmung: 17,223 mg Priparat la = 2,150 mg Fe,0,; 
19,970 mg 2a = 2,483 mg; 26,484 mg 38a = 3,190 mg; 22,570 mg 4a = 
2,732 mg; 24,695 mg 1b=3,063 mg; 17,536 mg 2b=2,180 mg; 24,720 mg 
3b = 3,000 mg; 15,855 mg 4b = 1,927 mg. 

Aus Tab. I geht bervor, da8 das neue Verfahren (Spalte a) 
vorwiegend Dimethylester des Himins liefert, das Mérner- 
Kiistersche Verfahren (Spalte b) ein Gemenge von Mono- 
und Dimethylestern. Da die Temperatur und die Dauer des 
Veresterungsvorganges in allen Versuchen gleich gehalten 
worden waren und auch annihernd gleiche Aciditat herrschte, 
war dies auffallend. Es schien, als ob die Art der Koagulation 
des Himoglobins hier ausschlaggebend wire, die in der 
Reihe a) durch 15 Minuten dauerndes Erwirmen am Wasser- 
bad, in der Reihe b) durch kurzes Aufkochen bewirkt worden 


war. Tatsiichlich wurde bei 4 Priparaten aus dem Blut anderer 





1) F. Pregl, Quant. organ. Mikroanalyse S. 185 (1923). 
9 * 
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Tiere ein niedriger Veresterungsgrad erhalten (vgl. Tab. II): 
hier war die Verarbeitung in gleicher Weise wie bei den 
Versuchen der Tab. I vorgenommen worden; bloB wurde die 
Koagulation durch 5 Minuten dauerndes Kochen iiber dem 
Drahtnetz bewirkt. Man kénnte daran denken, daB durch die 
Uberhitzung an den Glaswinden ein Teil des Hiimins derart 
veriindert wurde, daB er nur mehr eine Methylgruppe auf- 
solcher Verainderungen 
(Betainisierung, Lactonbildung) ist von W. Kiister eingehend 


nehmen_ konnte. 
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Die Méglichkeit 


erortert worden. 


Tabelle II. 









































a) Nach neuem Verfahren, | b) Nach Mérner-Kiister, 
a jedoch 5 Min. gekocht jedoch 5 Min. gekocht 
Nr. und “ahs is —"S “ahs | 2 as . 
Alter Seo |S) eh |888] 855 18) fess 
"a god —— Ry one "a & od 2 eh = 
2 | sm oo. “at x en) | o meee, 7m 
wast | v8 [Rat | ° wil. 
5 |Kuh, 2 J. 1:21000 3,8 | 8,5} 0,8 | 1: 1200%) 3,0 |7,0%)| 0,64 
6 |Stute, 6J. . 1:20000| 3,2 | 7,6] 0,8 | 1:11000 | 2,9 /7,7 | 0,47 
7 | Ochs, 4 J. 1:20500; 36/83] 0,5 |1:15000] 30/382 | — 
8 | Stier, 1 J. 1:22000/ 3,2 | 8,1 0,3 1:12000 | 2,7 | 8,4 
Die CH,-Werte sind in dieser Tabelle Mittelwerte aus zwei Be- 
stimmungen. Fe wurde nach der friiher beschriebenen Mikromethode*) 





gravimetrisch bestimmt. 


Das Gliihen des Fe,O, lieB sich durch Zusatz 


eines Kérnchens von reinem NH,NO, wesentlich abkiirzen. — Je 100 mg 
Himinester wurden nach Soxleth mit Ather extrahiert, der eingedampfte 
Extrakt mit Petrolither behandelt, das Filtrat eingedunstet und gewogen. 

Belege: 
5a: 14,6 (11,8) mg = 1,96 (1,45) cem/50-AgNO,; 3,837 mg = 


Priip. 
Priip. 
Prip. 
Priip. 


Priip. 


0,463 mg Fe,O,. 
22,1 (12,1) mg = 
1,475 (1,438) mg Fe,O,. 
21,8 (11,9) mg = 
1,270 mg Fe,0,. 
18,7 (10,7) mg 
1,270 mg Fe,Q,. 


23,1 (10,0) mg 
0,868 mg Fe,Q,. 


2,54 (1,48) ceem AgNO,; 10,730 mg 
1,92 (1,16) eem AgNO,; 11,020 mg 


2,29 (0,98) cem AgNO,; 8,720 mg 


2,30 (1,80)eem AgNO,; 13,640 (13,346) mg = 


| 
| 


‘) Prip. 5b war irrtiimlich bei der Koagulation zu stark angesiiuert 


worden. 


*) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 136, S. 147 (1924). 
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Prip. 6b: 10,0 (15,0) mg = 2,04 (1,41) cem AgNO,; 21,136 mg = 
2,420 mg Fe,0,. 

Prip. Tb: 23,6 (13,1) mg = 2,31 (1,34) cem AgNO,; 20,924 mg = 
2,46 mg Fe,Q,. 

Priip. 8b: 12,8 (13,9) mg = 1,15 (1,28) cem AgNO,; 19,110 mg = 
2,290 mg Fe,Q. 


Das Wesentliche der vorliegenden Untersuchung geht 
sowohl aus Tab. I wie aus Tab. II hervor. Man erhilt bei 
gleichmaBiger Verarbeitung Praparate annihernd  gleicher 
Léslichkeit und gleichen Methylierungsgrades. Wahrend die 
nach dem modifizierten neuen Verfahren erhaltenen Hamine 
(auch jene der Tab. IJ) durchwegs in gréBeren Nadeln krystal- 
lisierten, zeigten die nach Mérner-Kiister erhaltenen Himine 
kleinere zu biischelformigen Aggregaten vereinigte Nadeln. Der 
Methylierungsgrad der letzteren war stets etwas geringer. 


Die Schwankungen im Methylierungsgrade innerhalb  einzelner 
Versuchsreihen der Tab.I und II betragen 0,1—0,3 Aquivalente CH, 
auf 1 Molekiil Hiaimin. Sie beruhen wohl auf der experimentellen 
Schwierigkeit, den Veresterungsvorgang bei einem bestimmten Stadium 
der unvollkommenen Veresterung zu unterbrechen. Sie sind wesentlich 
geringer als jene Differenzen, welche W. Kiister zu der Anschauung 
individueller Unterschiede im Gefiige der prosthetischen Gruppe ge- 
fiihrt haben. 

Siimtliche erhaltenen Priparate der Versuchsreihen a) und b) waren 
nahezu frei von Cholesterin. So gaben 0,109 g Prip. 5a, 0,125 g Priip. 5b 
und 0,232 g Priép. 6b bei erschépfender Extraktion mit Petroliither nur 
0,9 bzw. 0,8 bzw. 1,1 mg léslicher Substanzen ab, in denen colorimetrisch 
nach Autenrieth 0,35 bzw. 0,24 bzw. 0,11 mg Cholesterin gefunden 
wurden. Daf auch die anderen Priiparate keine nennenswerten Mengen 
von Cholesterin und anderen Beimengungen enthielten, geht aus dem Ge- 
wieht des Atherextraktes und aus den Eisenbestimmungen (Tab. II) hervor. 

Die Ausbeute an gewonnenem Hiimin schwankte bei der beschrie- 
benen Methode zwischen 20 und 30°/, der theoretisch méglichen, das 
Molekulargewicht des Hiimoglobins zu 16700 angenommen. Die Haupt- 
menge des Farbstoffes blieb trotz 2 Stunden wiihrender Extraktion im 
Koagulat. Dabei wurde kein Unterschied zwischen den Versuchen mit 
Koagulation durch kurzes Aufkochen und jenen mit 1/, stiindiger 
Koagulation am Wasserbad bzw. iiber freier Flamme wahrgenommen 
(vgl. Tab. ITI). 

Aus der Tab. III ersieht man:den groBen Unterschied im Himo- 
globingehalt der verarbeiteten defibrinierten Blutpriparate, denn von 1b, 
2b, 3b und 4b wurden je 100 cem verarbeitet, so daB die in der Tabelle 


iterate 1s 2a 
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Tabelle III. 








Priparat la 2a 3a 4a | 1b 2b 3b 4b 


g Himoglobin] 16,1 | 15,0 | 16,0 | 14,9 13,4 | 11,8 ]| 12,9 | 19,5 
g Himin gef.] 0,15] 0,18] 0,16] 0,13 0,12] 0,14] 0,16] 0,21 
g Himin ber.] 0,64] 0,60] 0,64] 0,60) 0,54] 0,47] 0,52] 0,78 























angefiihrten g Hiimoglobin gleichzeitig Prozente bedeuten. DaB derart 
hohe Schwankungen im Himoglobingehalt existieren, haben bereits die 
alten Analysen von Abderhalden') ergeben. Neuerdings hat Biirker’®) 
in ausgedehnten Untersuchungen den Hb-Gehalt verschiedener Blut- 
arten bestimmt und Werte zwischen etwa 9 und 16°/, Hamoglobin im 
nativen Blut gefunden. Ein hoher Himoglobingehalt bedeutet nach Biirker 
auch hohen Gehalt an Erythrocyten und geringen Gehalt an Serum. 
Mit hohem Hamoglobingehalt wird also der Gehalt des zu verarbeitenden 
Blutes an Gesamtprotein gréBer, so daB ein groSer Teil von der zu- 
gesetzten 1°/,igen Schwefelsiure neutralisiert und die bei der Hitze- 
koagulation herrschende Reaktion nach der alkalischen Seite verschoben 
wird. Eine ahnliche Beeinflussung der Reaktion kann bei der Extraktion 
mit saurem Alkohol in Betracht kommen. Um derartige Einfliisse, die 
nach den Arbeiten Hamsiks einen EinfluB auf die Modifikation des 
ausfallenden Himins haben kénnten, auszuschalten, wurde vorgezogen. 


stets bei gleichem Himoglobingehalt und bei Abwesenheit von Serum- 
eiweiBkérpern zu arbeiten. 


Beobachtung der Tabb. I und II ergibt, daB auch die 
nach Mérner-Kister erhaltenen Priparate in ihren HKigen- 
schaften innerhalb der Versuchsreihen 1b—4b und 5b—8b 
nur unwesentlich voneinander differieren. Dies erscheint auf: 
fallig, wenn man die groBen individuellen Verschiedenheiten 
bedenkt, die Kiister und seine Mitarbeiter bei Anwendung der 
gleichen Methodik gefunden haben. Versucht man _hierfiir 
eine Erklarung zu finden, so wird man sie in der Menge des 
verwendeten Ausgangsmaterials zu suchen haben. Wiahrend 
hier nur an 100ccm Blut gearbeitet wurde, haben W. Kiister 
und seine Mitarbeiter stets mehrere Liter Blut verarbeitet. 
Ks diirfte bei Verarbeitung derart groBer Fliissigkeitsmengen 
ohne Anwendung besonderer Hilfsmittel nahezu unméglich 
sein, die Versuchsbedingungen, insbesondere Dauer und Tempe- 


1) E. Abderhalden, Diese Zs. Bd. 25, S. 65 (1898). 
2) K. Birker, Vortrag auf der 10. Tagg. d. dtsch. Physiol. Ges. 1927. 
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ratur des Koagulationsprozesses, so genau einzuhalten, wie 
dies in den oben beschriebenen Versuchen geschehen ist. 
Hierzu tritt noch die Schwierigkeit, bei groBen Fliissigkeits- 
mengen gleichzeitig mehrere Priparate herzustellen. Die Ver- 
arbeitung zu verschiedenen Zeiten wird weitere unvermeidliche 
UnregelmaBigkeiten in die Bedingungen des Koagulations- 
prozesses bringen, der fir den Alkylierungsgrad von grofer 
Bedeutung zu sein scheint. Aus diesem Grunde wurde von 
uns die jederzeit gut reproduzierbare Koagulation durch 
15 Minuten dauerndes Erwiirmen am Wasserbade vorgezogen. 


3. Uber den Cholesteringehalt des Hamoglobins und Hamins. 


Da Kiister angenommen hatte (s. 0.), daB der Blutfarbstoff 
an den sauren Stellen seiner prosthetischen Gruppe mit Chole- 
sterin verestert sel, war es notwendig, festzustellen, unter 
welchen Bedingungen Cholesterin in Himoglobin bzw. Himin 
gefunden wird. Frihere Versuche iiber die Stromata der 
Erythrocyten!) hatten bereits deren groBen Reichtum an 
Cholesterin ergeben. Es zeigte sich nun, daB durch méglichst 
weitgehende Abtrennung der Stromata von Blutfarbstoff der 
Cholesteringehalt des Hamoglobins auf 0,003°/, sinkt. Die 
Abtrennung der Stromata gelingt am besten nach dem im 
1. Abschnitt in Anlehnung an Heidelberger beschriebenen 
Verfahren, nimlich durch wiederholtes Schiitteln und Zentri- 
fugieren der Himoglobinlésung mit Toluol und Entfernung 
der an Stroma reichen weiflichen Schicht, die sich zwischen 
waBriger Hamoglobinléisung und Toluol abscheidet. Die Ent- 
fernung der Stromata gelingt dagegen nicht durch scharfes 
Zentrifugieren der durch Dialysiermethoden gewonnenen Himo- 
globinlésung, auch nicht durch die Ather—Alkoholbehandlung 
nach Hoppe-Seyler oder durch Umkrystallisieren. Die nach 
diesen Methoden erhaltenen und umkrystallisierten Hamo- 
globinpraparate enthielten noch immer Cholesterin, denn die 
Stromata geben — wie besondere Versuche zeigten') — ihr 
Cholesterin in waBriger Suspension an Ather nur teilweise ab, 
den Rest erst nach scharfem Trocknen. Man muB also ent- 


‘) F. Haurowitz, Vortr. auf d. 10. Tagg. d. dtsch. physiol. Ges. 1927. 
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weder die sehr unwahrscheinliche Annahme machen, da8 durch 
Schitteln mit Toluol die Esterbindung des Cholesterins ge- 
sprengt wiirde, oder aber den Cholesteringehalt auf Beimengung 
von Stromalipoiden beziehen und die Annahme einer Vereste- 
rung von Hamoglobin mit Cholesterin fallen lassen. 


Tabelle IV. 





Priparate aus dem Blut eines nel Cholesterin 
sie I siccsittersicncnsilatinstaiceiitrnins 
8 jahrigen Wallachs . 
mg mg 9 
I. 2g Hamoglobin, dennis nach 
Dudley - Evans (vgl. Haurowitz ') 10,2 5,6 0,28 
II. 2g desselben, umkrystallisiert . 15,7 ‘1 35 
III. 2 g Hiimoglobin nach Heidel- 
berger dargestellt, 3 mal shea 
stallisiert. . . . ; 3,0 0,54 0,027 


IV. 2g Hiamoglobin, nicht salle 
stallisiert, aber 3mal mit Toluol 
behandelt. . . . . os 4,5 0,06 0.003 


V. 1,7 g Himoglobin nach iiaats 
Seyler, 10 mal mit Ather ausge- 








schiittelt, 1 mal umkrystallisiert = 1,8 0,11 

VI. 0,1 ga-Cl-Hiimin ie ati aus 
Priiparat V. . . -— 0,85 0,85 
VII. 0,1 g desselben aus on Ifl ~— 0,09 0,09 


Methodik. Die zu untersuchenden Priiparate wurden im Soxhlet- 
apparat erschépfend mit Alkohol®), dann mit Ather extrahiert, die ver- 
einigten Extrakte am Wasserbade eingedampft und mit 20°/,iger KOH 
verseift. Das Unverseifbare wurde durch Chloroform ausgeschiittelt, 
abgedunstet, der Riickstand in trockenem Chloroform gelést, nochmals 
eingedampft und schlieBlich in Petrolither gelést und gewogen. Zur 
Cholesterinbestimmung wurde in Alkohol gelést und mit Digitonin nach 
Windaus®) gefallt, dann durch den Goochtiegel filtriert, gewaschen 
und gewogen. 


) F. Haurowitz, Diese Zs. Bd. 136, a. a. O. 
*) Dabei ging stets Blutfarbstoff in Lésung. 
3) A. Windaus, Diese Zs. Bd. 65, 8. 110 (1919). 




















Eiweifichemie IV. 
Zur Hypobromitreaktion von Aminosaurederivaten.') 


Von 
Perey Brigl, Robert Held und Karl Hartung. 
Mit 1 Figur im Text. 
(Ausgefiihrt mit Unterstiitzung der Notgemeinschaft der Deutschen 
Wissenschaft.) 


(Aus der Landesversuchsanstalt fiir Landw. Chemie, Landw. Hochschule Hohenheim.) 


(Der Redaktion zugegangen am 23. November 1927.) 


Vor einiger Zeit haben Brigl und Held?) darauf hin- 
gewiesen, daB die Elementarzusammensetzung der Eiweib- 
kérper, die trotz der groBen Mannigfaltigkeit in der Art und 
Verkniipfung der Aminosiuren so merkwiirdig gleichmabig ist, 
zu der Annahme zwingt, daB sauerstoffhaltige Reste in stirkerem 
Ausma8 am Aufbau der Proteine beteiligt sind, als man bisher 
aufgefunden und beriicksichtigt hat. Neben der Méglichkeit, 
daB dies Oxyaminosiuren sind, wurde auch noch als vorliufige 
Arbeitshypothese die Annahme erdértert, es kénnten im Eiweib 
eine Reihe von Polypeptidketten miteinander verkniipft sein 
einerseits durch Kohlensiure, die zwei endstindige Amino- 
gruppen diureidartig verbindet, andererseits durch einen mehr- 
wertigen Alkohol, der endstiindige Carboxylgruppen esterartig 
zusammenhalten sollte, im Sinne des Formelbildes: 





NHCHRCO em, 

CO ? aie 
| * 
NHCHRCO NHCHRCO, 








1) Vorgetragen auf der Tagung der Deutschen physiol. Gesellsch. 
in Frankfurt a. M. am 30. September 1927. 


*) Brigl u. Held, EiweiBchemie III, Diese Zs. Bd. 152, S. 230 (1926). 
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Von diesen Bindungsarten wurde nun zunichst die Ureid- 
bindung daraufhin untersucht, ob ihr Vorhandensein im Eiweib 
sich irgendwie wabhrscheinlich machen lieB. Es wurden zu 
diesem Zweck Reagenzien herausgesucht, von denen bekannt 
war, daB sie zwar HiweiB angreifen, Polypeptiden gegeniiber 
aber, oder richtiger ausgedriickt der typischen Polypeptidbindung 
gegentiber inaktiv sind, und diese auf ein geeignetes Modell 
zur Kinwirkung gebracht. Als solche Reagenzien kamen in 
Frage zunachst das von Brigl und Klenk!) vor einigen Jahren 
aufgefundene Phtalsiureanhydrid, ferner das von St. Gold- 
schmidt und Steigerwald?) naher studierte Natriumhypo- 
bromit. Beide Reagenzien spalten auBerordentlich glatt sowohl 
EiweibB, wie das als Modell benutzte Carbonyl-bis-glycylglycin. 


NH-CH,CO—NHCH,CO,H 


. 


NH-CH,CO—NHCH,CO,H 


Ks konnte daher wohl in diesem positiven Ausfall des 
Versuchs ein Hinweis auf die Méglichkeit des Vorkommens 
von Ureidbindungen im EjiweiB erblickt werden. Neuere Er- 
gebnisse erlauben nun nicht mehr, diesen SchluB mit Sicher- 
heit zu ziehen. Was die Phtalsiurereaktion betrifft, so ist 
jetzt nicht mehr auszuschlieBen, daB dies Reagens doch eine 
Aufspaltung von Polypeptidketten bewirkt hat. Durch die 
systematischen Untersuchungen von Abderhalden#) wissen 
wir, daB die Bestindigkeit einer Polypeptidkette chemischen 
Reagenzien gegeniiber ahnlich, wie wir es schon lange von den 
Fermenten wissen, ganz auBerordentlich wechseln kann je nach 
der Art und der Verkniipfung der beteiligten Aminosauren. 
Bei der Auswertung der Reaktion des Hypobromits ist die 
Sachlage die, daB sich dieses Reagens als so vielseitig erwiesen 
hat, daB Schliisse aus der positiven Hypobromitreaktion aut 
noch unbekannte Bindungen im EiweiB als:recht unsicher zu 


1) Brigl u. Klenk, Diese Zs. Bd. 131, S. 66 (1928). 

*) Goldschmidt u. Steigerwald, Ber. Bd. 58, S. 1346 (1925). 

3) Abderhalden, mit Sickel, Brockmann u. Suzuki, Diese 
Zs. Bd. 170, S. 134, 146 u. 158 (1927). 
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bewerten sind. Uber die Versuche, die zu diesem Schlut 
jiihrten, wird in der vorliegenden Arbeit genauer berichtet. 
Obgleich damit die Ureidbindung im Eiweif nicht als wider- 
legt anzusehen ist, so besteht doch kein eindeutig positiver 
Hinweis auf ihr Vorkommen im Proteinmolekiil. 


Unberiihrt bleibt durch diese Feststellung der Ausgangspunkt der 
ganzen Arbeitshypothese, die Tatsache niimlich, da8 am Aufbau des 
EiweiBes sauerstoffhaltige Reste in staérkerem AusmaB beteiligt sein 
miissen, als bisher beriicksichtigt und gefunden wurden. Ihnen ist nach- 
zuspiiren und in dieser Richtung wird die Arbeit fortgesetzt. DaB sauer- 
stoffhaltige Gruppen, speziell Hydroxylgruppen im Eiwei8 in erheblicher 
Menge vorhanden sind, dafiir sprechen auch die bemerkenswerten Er 
gebnisse, zu denen Goldschmidt’) bei der Untersuchung der Benzoyl- 
derivate von Eiweifkérpern gekommen ist. 

Um nun zur Hypobromitreaktion zuriickzukehren und 
vaher auf sie einzugehen, so war die leichte Angreifbarkeit 
eines Ureids auf Grund der Beobachtungen von Goldschmidt 
durchaus nicht zu erwarten, ja geradezu unwahrscheinlich. 
Kine neuere Arbeit von Goldschmidt’), die jene ersten Beob- 
achtungen wesentlich vertieft, und in experimentell wie theo- 
retisch gleich tiberzeugender Weise auch den genaueren Ver- 
lauf der Reaktion iiber eine Reihe von Zwischenprodukten 
hinweg aufklirt, fiihrt zu dem gleichen Schlub. Goldschmidt 
tand, daB zwar Glycin und Glycyl-glycin, d. h. also Stoffe mit 
ireler endstaindiger Aminogruppe innerhalb weniger Minuten 
mehrere Mole Hypobromit verbrauchen, daB aber Besetzen der 
Aminogruppe durch Benzoyl unter den gewahlten milden Be- 
dingungen unbedingt schiitzend wirkt. Hippursiiure und Ben- 
zoyl-alanyl-glycin werden nicht angegriffen. Ein Blick auf 
die umstehend folgende Tabelle iiber den Verlauf der Hypo- 
bromitreaktion bei 18 verschiedenen Substanzen zeigt dies 
noch deutlicher. Die angefiihrten Kérper finden sich am Kopf 
der Tabelle als Nr.1—4. In einer weiteren Arbeit zeigte dann 
isoldschmidt’), daB nicht nur das festhaftende Benzoyl 


1) St. Goldschmidt und W. Sch6n, Diese Zs. Bd. 165, 8.279 (1927). 
*) Goldschmidt, E. Wiberg, Fr. Nagel u. K. Martin, Liebigs 
Ann. d. Chem. Bd. 456, 8.1 (1927). 
5) Goldschmidt, Diese Zs. Bd, 165, S. 154 (1927). 
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134 Percy Brigl, Robert Held und Karl Hartung, 


schiitzend wirkt, sondern daB dazu sogar schon Kohlensiure 
geniigt. Carbaminoessigsaures Barium (Formel 8 der Tabelle) 
reagiert nur ganz schwach mit Hypobromit. Nach eigenen 
Beobachtungen ist dies zutreffend, die Regel gilt weiter aber 
noch fiir Dipeptide. Die von E. Fischer’) dargestellte Gly- 
cylglycin-carbonsiiure (Formel 9) mit der Carboxylgruppe an 
der endstiindigen Aminogruppe ist gegen Hypobromit inaktiv, 
das nach Siegfried?) gewonnene Carbaminat des Glycyl- 
glycins (Formel 10), wo die Kohlensiure das mittelstandige 
Stickstoffatom besetzt, wird angegriffen. Bei der letztgenannten 
Substanz war allerdings eigenartigerweise anfinglich kein Hypo- 
bromitverbrauch festzustellen, bis dieser nach einigen Minuten 
schlagartig einsetzte. Die Zeitdauer bis zum Beginn der Re- 
aktion war bei verschiedenen Priparaten nicht immer ganz 
gleich, offenbar spielen hier kleine, katalytisch wirkende Ver- 
unreinigungen fiir den Ablauf der Reaktion eine erhebliche 
Rolle. *) 

Weiter konnten wir feststellen, daB der Schutz der Amino- 
gruppen durch Acylierung auch bestehen bleibt, wenn es sich 
nicht um eine zur Carboxylgruppe «-stindige Aminogruppe 
handelt, wie bisher ausschlieBlich untersucht wurde, sondern 
auch bei entfernterer Lage. Die 0 - Benzoylamino-valeriansaiure 
(Formel 5) wird ebensowenig von Hypobromit angegriffen wie 
Ornithursiure (Formel 6). Ist dagegen eine Aminogruppe trei 


1) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 35, 8.1097 (1902). 

*) Siegfried. Chem. Ber. Bd. 39, 8S. 399 (1906). 

8) Ahbnliches gilt iibrigens auch von der Hypochloritreaktion der 
EiweiBkérper, die neuerdings von englischen Forschern studiert wurde. 
Nach den Angaben von N. C. Wright*) soll EiweiB ebenso wie Glycin 
unterhalb einer gewissen niedrigen Konzentration mit Hypochlorit anders 
reagieren wie in stirkeren Lésungen. Wir konnten diesen Befund nicht 
bestiitigen, soweit das Glycin in Frage kommt, erkliren uns jedoch die 
Differenz durch den EinfluB von geringfiigigen Beimengungen von wahr- 
scheinlich katalytischer Wirksamkeit. Weil etwas aus dem Rahmen 
der Arbeit herausfallend, wurden die Dinge vorliufig nicht niher unter- 
sucht. Man wird aber den Einflu8 solcher Katalysatoren auch bei der 
Hypobromitreaktion nicht aus dem Auge verlieren diirfen. 


*) N.C. Whright, Biochem. J]. Bd. 20, S. 524 (1926). 
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wie im 0-Monobenzoyl-ornithin (Formel 7), so tritt Reaktion 
ein, elgenartigerweise wird aber zuniichst nur 1,4 Mol Hypo- 
bromit verbraucht, wihrend sonst eine freie Aminogruppe 
mindestens zum Verbrauch von 2 Molen Hypobromit fihrt. 


Die Ergebnisse dieser Versuche sind in der Tabelle zu- 
sammengestellt, in der die Spalte 4 die Mole Hypobromit an- 
gibt, die innerhalb weniger Minuten von einem Mol Substanz 
verbraucht wurden. Meistens wurde, in genauer Anlehnung 
an die ersten Versuche von Goldschmidt, mit einer Brom- 
lauge gearbeitet, die nur ganz wenig iiberschiissiges Alkali 
enthielt. In einzelnen Fallen wurde noch freies Alkali hinzu- 
cesetzt, beispielsweise bei den Carbaminaten, wie im Versuchs- 
teil niiher nachzulesen ist. Geht der Verbrauch nach der 
ersten schlagartigen Reaktion noch starker weiter, so ist das 
in der Spalte 5 bemerkt. Ein Strich in Zeile 4 bedeutet, daB 
der Hypobromitverbrauch bei kiirzerer Versuchsdauer von 10 
bis 15 Minuten zu vernachlissigen ist, womit natiirlich nicht 
gesagt ist, daB unter schirferen Bedingungen nicht doch eine 
Kinwirkung zu erzielen ware. Viele Substanzen der 'T'abelle, 
die nach 15 Minuten noch nicht angegriffen sind, zeigen nach 
einer Stunde einen deutlichen Verbrauch. Dies ist nicht ganz 
unwesentlich zu betonen, da Goldschmidt in seiner zitierten 
Arbeit in den Annalen zwar seine Modellversuche unter milden 
Bedingungen vor sich gehen laBt, bei den Versuchen zur 
Herausarbeitung der Produkte aus KiweiB jedoch eine vier- 
stiindige Einwirkung des Hypobromits vorangehen lassen muB, 
trotzdem aber bei der Deutung seiner Befunde von der still- 
schweigenden Voraussetzung ausgeht, da die isolierten Siuren 
dem gleichen Reaktionsschema ihre Entstehung verdanken, das 
bei kurzer Einwirkungsdauer in die Erscheinung tritt. 


Alle bisher angefiihrten Modellversuche sind nur eine aus- 
gezeichnete Bestiitigung der anfinglichen Feststellung von 
Goldschmidt von der Schutzwirkung von Acylresten auf 
Aminogruppen. Um so auffallender erschien daher die ‘'at- 
sache, daB das von Brig] und Held auf Grund ihrer Arbeits- 
hypothese herangezogene Diureid, das Carbony] - bis - glycyl- 
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glycin, so energisch Hypobromit verbrauchte. Goldschmidt!) 
hat daher auch versucht, das Ergebnis anders zu deuten, durch 
die Annahme nimlich, das genannte Ureid sei nur deswegen 
angegriffen worden, weil es vor der Einwirkung des Hypo- 
bromits in Lauge gelést wurde und dabei schon hydrolytisch: 
gespalten war. Als Beleg fiir diese Anschauung wurde ein 
Versuch angefiihrt, bei dem die Lésung in Lauge unterblieb 
und die Substanz direkt in fast neutrale Hypobromitlésung 
eingetragen wurde. Hierbei sollte sich ein wesentlich geringerer 
Verbrauch an Hypobromit ergeben haben. Bei der Auswertung 
dieses Versuches ist Goldschmidt jedoch ein Irrtum unter- 
laufen, auf den er durch uns aufmerksam gemacht wurde und 
den er inzwischen richtig gestellt hat.*) Wir hielten es jedoch 
fir notwendig, trotzdem mit einwandfreier Methodik nachzu- 
priifen, ob die Alkaliempfindlichkeit des Ureids bei der Re- 
aktion mit Hypobromit eine Rolle spielen kénnte. Es ist dies 
auch sehr einfach zu machen. Wir lésten zu diesem Zweck 
den fraglichen Stoff in 0,2 n-Alkali und untersuchten von Zeit 
zu Zeit in herausgenommenen Proben, welche Menge an 
freien Aminogruppen nach van Slyke zu konstatieren war. 
Trat eine Aufspaltung an der Harnstoffgruppe ein, so muBten 
sich gleiche Mengen Glycylglycin und Glycylglycin-carbonsiure 
bilden, von denen die letztere, wie wir uns durch besondere 
Versuche tiberzeugten, nach van Slyke nicht reagierte, so daf 
jede freiwerdende Aminogruppe des Glycylglycins einem Mol 
gespaltenen Ureids entsprach: 


NH . CH, ° CO ° NH ° CH, ° CO,H NH - CH, = CO = NH * CH, “ CO,H 
| 
| 
NH-CH,-CO-NH-CH,-CO,H NH,-CH,-CO-NH-CH,-CO,H . 


Trat auBerdem, was unwahrscheinlicher war, eine Spal- 
tung an der Peptidbindung ein, so wurde mehr als eine Amino- 
gruppe frei, die Umrechnung von der Zahl der freien Amino- 
gruppen auf Mole gespaltene Substanz ergab dann zu hohe 





1) Goldschmidt, Diese Zs. Bd. 165, S. 149 (1927). 
*) Goldschmidt, Diese Zs. Bd. 170, 8. 183 (1927). 
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Werte, konnte aber niemals ein zu geringes MaB an Spaltung 
vortiuschen. Gefunden wurde nun, daB bei 0° nach einer 
halben Stunde erst 2,5°/, gespalten waren, nach einer Stunde 
3°/,. Bei 22° — die Hypobromiteinwirkung geht aber bei 0° 
vor sich — war die Spaltung betrichtlicher, sie betrug nach 
15 Minuten 1,5°/,, nach 75 Minuten 9°/,. Danach kann bei 
der EKinwirkung des Hypobromits eine primire Alkalispaltung 
praktisch gar keine Rolle spielen, das Ureid wird direkt an- 
gegriffen. Das Ureid nimmt also unter den bisher unter- 
suchten Aminosiurederivaten eine ganz besondere Stellung ein, 
so da8 man in diesem. positiven Ausfall der Hypobromit- 
reaktion wohl einen Hinweis darauf erblicken konnte, dai 
solche Ureidbindungen auch im Hiweif méglich wiren. Wie 
schon erwihnt, zwang der Fortgang der Untersuchungen zu 
gréBerer Reserve. Zwar das Ergebnis bei einer Ureidosiiure 
paBte noch in den bisherigen Rahmen, jedoch die Unter- 
suchung von Guanidosiuren nétigte zu einer Revision. 

Als Beispiel einer Ureidosiure, d. h. also einer Substanz, 
bei der die Harnstoffgruppe nur in der einen Aminogruppe 
einen Fettsiurerest trug, 1m Gegensatz zum Diureid, wurde 
die nach Lippich?) leicht zugingliche Leucinuraminosiure 
gewihlt (Formel 12). Sie verbrauchte Hypobromit, wie es zu 
erwarten war bei Gegenwart einer freien endstandigen Amino- 
gruppe. Der zeitliche Verlauf des Verbrauchs an Hypobromit 
war jedoch ein véllig anderer wie beim Eiwei8 und beim 
Diureid. Die beiden letztgenannten Korper zeigten starken 
Anfangsverbrauch, der nach Erreichung einer gewissen Grenze 
nur noch langsam weiter stieg; bei der Leucinuraminosiure 
dagegen war der Verbrauch an Hypobromit ein langsam, aber 
gleichmiBig steigender.”) Am deutlichsten gibt dies wohl ein 
Kurvenbild wieder, in dem auf der Abszisse die Reaktionszeit 


1) F. Lippich, Chem. Ber. Bd. 39, S. 2953 (1906). 

*) Es ist tibrigens durchaus méglich, daB die erste Phase der Re- 
aktion, die Bromierung, hier auch erfolgt ist, da solche am Stickstoff 
bromierten Kérper gleichfalls wie das unverbrauchte Hypobromit in 
saurer Liésung aus Jodkalium Jod frei machen kénnen, nur hitte der 
entstandene Bromkérper eine verhiltnismiBig groBe Bestindigkeit. 
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in Minuten angegeben ist, waihrend auf der Ordinate die von 
0,1 g Substanz verbrauchten ccm n/10-Hypobromit aufgetragen 
sind. Der steil ansteigenden Kurve mit ihrem Knickpunkt 
beim Eiwei8 und Diureid steht der fast geradlinige Verlauf 
bei der Leucinurséure gegeniiber. 
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Aus diesem ganz abweichenden Verlauf der Zersetzungs- 
kurve darf wohl geschlossen werden, da die Monoureidbindung 
nicht die Ursache jenes schnell einsetzenden Verbrauchs an 
Hypobromit durch das HiweiBmolekiil sein kann. Neben der 
Leucinuraminosdure wurde auch noch ihr inneres Anhydrid, 
das Isobutylhydantoin (Formel 13) untersucht. Es verbrauchte 
nicht merklich Hypobromit, bestitigte daher die Regel, daf 
acylierte Aminogruppen nicht reagieren. 

Ks wurde nun schlieBlich noch eine Reihe von Guanido- 
derivaten in den Kreis der Untersuchung gezogen; zuniichst 
Kreatin und Kreatinin (Formel 14 und 15). Wiahrend Kreatinin 
unter den gewihlten Bedingungen nicht merklich angegriffen 
wurde, verbrauchte Kreatin rasch 3 Mole Hypobromit, womit 
die Hauptreaktion zu Ende war. Hier war also der typische 
Kurvenverlauf wie beim EiweiB wiederzufinden. Infolgedessen 
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muBte vor allem auch die Guanidoverbindung untersucht 
werden, die im HiweiB regelmifig vorzukommen pflegt, das 
Arginin. Vom Arginin war schon bekannt!), daB es mit 
Hypobromit unter Entbindung von etwa einem Drittel seines 
Stickstoffs reagiert. Unter den Bedingungen von Goldschmidt 
zur Reaktion gebracht, verbraucht es rasch 5 Mole Hypo- 
bromit, ohne daf die Reaktion damit schon ganz zu Ende ist. 
Ks reagieren offenbar, nach der GréBe des Verbrauchs zu 
schlieBen, sowohl die Amido- wie die Guanidogruppe. Schiitzt 
man diese Gruppen durch Benzoylierung, l4Bt man die Brom- 
lauge auf Dibenzoylarginin (Formel 17) einwirken, so unter- 
bleibt der Verbrauch an Hypobromit. Um endlich noch eine 
Substanz zu priifen, die nur eine freie Guanidogruppe ent- 
hielt, diese Gruppe aber nicht in der direkten Nachbarschaft 
des Carboxyls, wie es beim Kreatin der Fall war, wurde die 
von Thomas?) dargestellte «-Guanido-capronsiiure (Formel 18) 
untersucht. Der durch sie rasch verbrauchte Anteil an Hypo- 
bromit betrug 3 Mole. 


Aus diesen Versuchen darf wohl geschlossen werden, daB 
auch freie Guanidogruppen im KiweiB lebhaft mit Hypobromit 
reagieren werden. Da man nun andererseits vor allem dank 
der Arbeiten Kossels und seiner Schule weib*), daB zum min- 
desten ein recht groBer Teil der Guanidogruppen des Argi- 
nins im Proteinmolekiil frei vorliegt, so kann man nunmehr 
nicht weniger als drei verschiedene Gruppierungen namhaft 
machen, deren Vorhandensein im Kiwei8 bekannt ist, die mit 
Hypobromit reagieren und deswegen zur Erklirung der Hypo- 
bromitreaktion der Proteine herangezogen werden kénnen. 
Diese Gruppen sind freie Aminogruppen, wie sie besonders 
durch die zweite Aminogruppe des Lysins in das EKiweib- 
molekiil hineinkommen®*), weiter auf Grund der vorliegenden 
Arbeit die Guanidogruppe und schlieBlich die typische end- 


'’ Stuhetz, Monatsh. f. Chem. Bd. 27, 8. 601 (1906). 
*) K. Thomas, Diese Zs. Bd. 88, S. 467 (1913). 
) Literaturzusammenstellung bei Edlbacher, Die Strukturchemie 
der Aminosiiuren und Eiwei8kérper. Leipzig-Wien 1927, S. 178—181. 
10* 
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stiindige Sdureamidgruppe, wie sie im Asparagin und Glutamin 
enthalten ist. Deren Reaktion mit Hypobromit ist, wie bei 
jedem Siiureamid eigentlich selbstverstindlich, zudem im 
Falle des Acetylasparagins durch Versuche von Karrer’) be- 
sonders belegt. AuBer diesen im LEiweiB sicher vorhan- 
denen Kombinationen, die AnlaB zum Verbrauch von Hypo- 
bromit sind, gibt es noch eine Reihe weiterer, deren Gegen- 
wart im Proteinmolekiil erértert worden ist. Von solchen 
Bindungsméglichkeiten reagieren mit Hypobromit neben den 
Diureiden vor allem noch eine ganze Zahl von Ringsystemen. 
Neben dem Dioxopiperazin, fiir das Goldschmidt die Angreit- 
barkeit bewies, gibt es noch andere Ringsysteme, die nach 
Grinachers’) Feststellung empfindlich gegen Hypobromit, 
und zwar unter starkem Anfangsverbrauch, sind. Halt man 
sich dann weiter vor Augen, da8 Hypobromit nicht nur bro- 
mierend wirken kann — dies ist nach Goldschmidts Unter- 
suchungen die Primirreaktion bei der Mehrzahl der bisher 
erwihnten Umsetzungen —, sondern gegeniiber empfindlichen 
Substanzen auch oxydierend, so erscheint die Hoffnung, mit 
einem so energisch und vielseitig wirkenden Reagens bisher 
noch unbekannten Bindungen im Eiwei8 auf die Spur zu 
kommen, nicht gar zu groB. Der Wert des Reagens liegt 
wohl mehr in der von Goldschmidt’) aufgedeckten Méglich- 
keit, mit seiner Hilfe zu bestimmen, welche Aminosiure in 
einer langeren Polypeptidkette aus bekannten Bausteinen als 
endstiindig anzusehen ist. 


Versuchsteil. 


Die Herstellung der Bromlauge und ihre Einwirkung auf 
die zu untersuchenden Substanzen erfolgte im allgemeinen, 
um vergleichbare Werte zu erhalten, nach der Art, die Gold- 





1) Karrer u. Schlosser, Helv. Chim. Acta Bd. 6, S. 957 (1925). 

*) Diskussionsbemerkung von Grinacher gelegentlich des Vor- 
trags von Brig] in Frankfurt a.M. [Vgl. a. Z. f. angew. Chem. Bd. 40, 
S. 1154 (1927).] 

8) Liebigs Ann. der Chem. a. a. O. 











— 




















141 


EiweiBchemie LY. 


schmidt in seiner ersten Arbeit!) angewandt hatte. Hs 
wurde so eine Bromlauge erhalten, die (bezogen auf Sauer- 
stoffiquivalente) etwas stirker als 0,4 normal war. Die an- 
scheinend gegenteilige Angabe von Goldschmidt und Steiger- 
wald (a.a.0., S. 1350), man erhielte eine etwa }/, normale 
Lésung, erklart sich dadurch, daB dort die Normalitit nach 
vorhandenen Molen an unterbromiger Siiure berechnet wurde. 
In spiiteren Arbeiten von Goldschmidt ist jedoch die iibliche 
Bezeichnung der Starke der Bromlauge gewahlt. In bezug 
auf freies Alkali war die Lésung schwacher als 0,1 normal. 
Gelegentlich wurde, wie an den betreffenden Stellen dann 
jedesmal angefihrt, ein gréBerer Uberschu8 an freiem Alkali 
gewihlt, mit Riicksicht auf die Feststellung von Gold- 
schmidt, daB in fast neutraler Lésung die Reaktion anders 
verlaufen kann wie in deutlicher alkalischer. 


Die Reihenfolge, in der die untersuchten Substanzen an- 
gefiihrt sind, deckt sich mit der im theoretischen Teil an- 
gefiihrten Tabelle. Die Wiedergabe der Versuchsdaten erfolgt 
so, daB zunichst die angewandte Substanzmenge und die 
Menge und Konzentration der Bromlauge, die darauf zur Kin- 
wirkung kam, angefiihrt wird. Dann folgen die ccm n/10- 
Thiosulfatlésung, die zum Zuriicktitrieren aliquoter Teile der 
Mischung nach verschiedenen Zeiten notwendig waren. Es 
schlieBt sich daran an eine kleine Tabelle, deren erste Horizontal- 
reihe mit ,,Zeit“, deren zweite mit ,,Verbr. ccm“ und deren 
dritte mit ,,Mole Hypobromit* bezeichnet ist. Die erste Zeile 
bezeichnet die Zahl von Minuten, die verstrichen sind, bis 
eine Probe der Lésung entnommen wurde. Die Zeile 2 gibt 
die ccm n/10-Hypobromit an, die von 0,1 g Substanz nach 
den entsprechenden Zeiten verbraucht waren. Die letzte Zeile 
schlieBlich gibt an, wieviel Mole Hypobromit fiir 1 Mol Sub- 
stanz jeweils verbraucht sind. 


) Goldschmidt u. Steigerwald, Chem. Ber. Bd. 58, S. 1350 
(1925). 
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O-Benzoyl-amino-valeriansaure (Formel 5 der Tabelle). 


Dargestellt wurde die Substanz nach Schotten') durch 
Oxydation von Benzoyl-piperidin. Zur Einwirkung kam eine 
Bromlauge, die an Hypobromit 0,4845 normal war und an 
freiem Alkali 0,2 normal. 

0,1618 g Substanz wurden in 20 ccm 0,25 n-Natronlauge 
gelést und mit 50 ccm obiger Bromlauge versetzt. Bis 15 Mi- 
nuten ist iiberhaupt kein Hypobromitverbrauch festzustellen, 
nach einer Stunde betragt er fiir 0,1 g Substanz allerdings 
6,87 com n/10, das ist 0,75 Mole, da zum Zuriicktitrieren von 
10 ccm obiger Mischung nach 60 Minuten 33,02 ccm n/10- 
Thiosulfat gebraucht wurden. 

Es wurde auch das Ausgangsmaterial, das Benzoyl- 
piperidin untersucht, bis zu einer Stunde war es gegen Brom- 
lauge stabil, der Versuch ist aber in die Tabelle nicht auf- 
genommen, weil die Unangreifbarkeit event. nur auf der Un- 
léslichkeit in Wasser beruhen kann. 


d-1-Ornithursadure (l’ormel 6). 

Dargestellt wurde die Substanz nach E. Fischer und 
Zemplén?) aus Benzoylamino-valeriansiure. Seitdem Arginin 
ein so bequem zuginglicher Kérper geworden ist, kann man 
zur Darstellung des Ornithins und der Ornithursiiure auch 
den eigenartigen Abbau wihlen, den Bergmann und Koster’) 
aufgedeckt haben, der vom Arginin tiber das Acetylarginin 
zur Ornithursiure fiihrt. Da fiir uns die Zwischenglieder der 
Synthese gleichfalls von Interesse waren, wahlten wir den 
ilteren Weg. 

Bei der Kinwirkung von Bromlauge war auch nach einer 
Stunde kein Verbrauch festzustellen. 


O-Monobenzoyl-d-l-Ornithin (Hormel 7). 
Dieses Zwischenglied der obigen Synthese war nach der 
Vorschrift von Fischer und Zemplén ohne Schwierigkeiten 


') Schotten, Chem. Ber. Bd. 17, S. 2545 (1884), 
?) E. Fischer u. Zemplén, Chem. Ber. Bd. 42, S. 1022 (1909). 
°) Bergmann u. Koster, Diese Zs. Bd. 159, §. 179 (1926). 
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zu erhalten. Zur Verwendung kam eine 0,4540 normale Brom- 
lauge, in bezug auf freies Alkali 0,018 normal, von der 100 ccm 
auf 0,1938 g Substanz zur Einwirkung kam. Die Substanz 
lést sich rasch unter schwacher Gasentwicklung. Beim Zu- 
riicktitrieren von 10 ccm der Mischung werden an n/10-Thio- 
sulfat nach 2 Minuten 43,16 ccm gebraucht, ein Wert, der fast 
unverandert nach 5, 10, 15 und 25 Minuten wieder gefunden 
wurde. 

Schon bei der ersten nach 2 Minuten entnommenen Probe 
sind pro 0,1 g Substanz 11,56 ccm n/10-Hypobromit verbraucht, 
was 1,4 Molen Hypobromit entspricht. Eigenartigerweise ist 
aber selbst nach 25 Minuten kein stirkerer Verbrauch festzu- 
stellen. 


Carbaminoessigsaures Barium (Forme! 8). 


Diese schon von Goldschmidt?!) untersuchte Substanz 
wurde auch von uns in den Kreis der Untersuchung gezogen. 
Dargestellt wurde sie nach der urspriinglichen Vorschrift von 
Siegfried.”) Goldschmidt fand die Substanz nur gering- 
fiigig angreifbar. Seine Resultate waren folgende: 


Zeit: 1 10 35 
Verbr. cem: 1,20 2,06 2,65 
Mole Hypobromit: 0,15 0,26 0,34. 


Scheinbar hingt die Angreifbarkeit etwas von der Zu- 
sammensetzung des Priparats ab. Wiahrend wir in einem Fall 
— die Priparate waren durch Bestimmung des Gehaltes an 
Barium und Stickstoff als fast theoretisch zusammengesetzt 
festgestellt — bis zu 20 Minuten Kinwirkungsdauer iberhaupt 
keinen Verbrauch an Hypobromit konstatieren konnten, war 
in einem zweiten Fali der Verbrauch noch etwas héher als 
bei Goldschmidt, aber nicht soviel héher, daB man den Ver- 
such nicht auch noch als Beleg fiir die von Goldschmidt 
zuerst ausgesprochene Schutzwirkung der Kohlensiure anfiihren 
kénnte. 

Es wurden 0,6994 g Substanz in 20 ccm 0,25 normaler 





1) Goldschmidt, Diese Zs, Bd. 165, S. 154 (1927). 
*) Siegfried, Chem. Ber. Bd. 39, S. 398 (1906). 
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Natronlauge gelist, mit 80 com Bromlauge (Titer 0,4379) ver- 
setzt und je 10 ccm titriert. Zum Zuriicktitrieren gebraucht 
an n/10-Thiosulfat: Nach 2 Minuten 33,49 ccm; 5 Minuten 
33,16 ccm; 10 Minuten 32,86 ccm; 15 Minuten 32,18 ccm; 20 Mi- 
nuten 32,02 ccm. 

Zeit: 2 5 10 15 20 

Verbr. ecm"): 2,2 2,6 3,1 4,08 4,3 

Mole Hypobromit: 0,28 0,34 0,39 0,52 0,55. 


Glycyl-glycin-carbonsaure (Formel 9). 

Bei dieser nach E. Fischer?) erhaltenen Substanz mit dem 
Kohlensiurerest in der endstindigen Aminogruppe war bei der 
Einwirkung von Bromlauge der iiblichen Starke auch nach 
25 Minuten eine Reaktion nicht festzustellen. Mit Riicksicht 
darauf, daB diese Substanz eine der méglichen Spaltstiicke des 
Carbonyl-bis-glycylglycins bei einer alkalischen Hydrolyse sein 
konnte — eine Spaltung, die durch positiven Ausfall der Be- 
stimmung der freien Aminogruppen nach van Slyke sich er- 
kennen lassen muBbte —, wurde die Glycylglycincarbonsiure 
auf ihr Verhalten bei der Analyse nach van Slyke unter- 
sucht. Sie entwickelte keinen Stickstoff. 

Die Substanz erweist sich danach als ein in alkalischer 
und saurer Lésung recht bestindiger Koérper, wie ja auch 
schon aus der Darstellungsmethode von Fischer hervorgeht. 
Ihre Bestaindigkeit steht in bemerkenswertem Gegensatz zu 
der Hinfalligkeit der nach Siegfried erhiltlichen Carbaminate. 
Dieser Punkt ist wohl bei der Diskussion, ob Kohlensiure- 
derivate im Eiweif auftreten kénnen, nicht immer geniigend 
beachtet worden. 


Bariumcarbaminat des Glycylglycins (Formel 10). 


Wie schon im allgemeinen Teil erwahnt, verhielt sich diese 
nach Siegfried hergestellte Substanz insofern eigenartig, als 





') Es sei nochmals darauf hingewiesen, daB die in der Zeile ,,Verbr. 
ecm“ angegebenen Zahlen sich regelmiBig auf die von 0,1 g Substanz 
verbrauchten cem n/10-Bromlauge beziehen. 

*) E. Fischer, Chem. Ber. Bd. 35, S. 1097 (1902). 
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sie zwar von Hyprobromit stark angegriffen wurde, jedoch 
dieser Verbrauch nicht sogleich einsetzte, sondern eine gewisse 
Zeit der Reaktionstrigheit voranging. Der Moment des Kin- 
setzens der analytisch erfaBbaren Umsetzung war nun offenbar 
von katalytischen, nicht genau reproduzierbaren Einfliissen ab- 
hingig. Einen gewissen EinfluB schien das Alter der Priparate 
zu haben. Frisch hergestellte Priparate erwiesen sich als 
viel stabiler als altere. Die Vermutung, diese alteren Pripa- 
rate seien durch Wasseranlagerung entstandene Gemische von 
Bariumcarbonat und Glycylglycin, trifft nicht zu, weil sie dann 
zu etwa */, aus Bariumcarbonat bestanden hitten, das sich 
durch seine Unldéslichkeit in Wasser sofort bemerkbar gemacht 
hatte. Auferdem hatte dann das vorhandene Glycylglycin 
momentan mit der Bromlauge reagieren miissen, wihrend 
selbst bei den alteren Priparaten etwa 10 Minuten der In- 
aktivitit der lebhaften Reaktion vorangingen. Will man eine 
Umwandlung annehmen, so muB sie jedenfalls anderer Art 
sein als jene einfache hydrolytische Spaltung. Diese Dinge 
bediirfen noch der Klirung. Die Carbaminate scheinen aber 
iiberhaupt nicht so gleichmaéBig zu reagieren wie andere Amino- 
siurederivate, denn auch beim Carbaminat des Glycins waren 
verhaltnismiBig starke Schwankungen zu beobachten bei seiner 
Umsetzung mit Bromlauge. 

Als Beleg seien Versuche mit dem gleichen Priiparat an- 
gefiihrt, einmal kurz nach der Darstellung vorgenonimen, ein 
anderes Mal nach wochenlanger Aufbewahrung im Exsiccator. 
Das Priparat enthielt kleinere Mengen an Bariumcarbonat, 
wie daraus hervorging, daB es sich nur unter ganz schwacher 
Triibung in Wasser léste, wie auch daraus, daB der Stickstoff- 
gehalt etwas zu gering war, 8,51°/, statt der theoretischen 
9,01°/,. Dieser Mindergehalt wurde in der Weise bei der 
Berechnung der Titrationen beriicksichtigt, daB anstatt mit der 
wirklich abgewogenen Substanzmenge mit einem im Verhiltnis 
8,51:9,01 verminderten korrigierten Wert gerechnet wurde. 

Von der frisch hergestellten Substanz wurden 0,6003 g 
(korr. 0,5670 g) in 20 com Wasser gelést und mit 100 ccm 
0,4379 n-Bromlauge (fr. Alkali 0,048n) versetzt. Je 10 ccm ver- 


vw, 
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brauchten an n/10-Thiosulfat: Nach 2 Minuten 34,63 ccm: 
5 Minuten 34,25 ccm; 10 Minuten 33,93 ccm; 15 Minuten 
33,07 com; 35 Minuten 32,23 ccm. 

Zeit: 2 5 10 15 35 

Verbr. ccm: 3,94 4,74 5,42 7,24 9,02 

Mole Hypobromit: 0,61 0,74 0,84 1,13 1,40. 

Das gealterte Praparat ergab einen viel héheren Ver- 
brauch. 0,3685 g (korr. 0,3481 g) wurden in 20 ccm Wasser 
gelést und die etwas triibe Lésung mit 50 ccm 0,4845 n-Brom- 
lauge versetzt. Je 10 ccm des Gemisches ergaben folgenden 
Verbrauch an n/10-Thiosulfat zum Zuriicktitrieren: Nach 2 Mi- 
nuten 34,61 ccm; 5 Minuten 34,61 ccm; 10 Minuten 34,11 ccm; 
15 Minuten 20,79 ccm; 20 Minuten 12,14 ccm; 60 Minuten 


7,28 ccm. 
Zeit: 2 5 10 15 20 60 
Verbr. ccm: 0 0 1,0 27,8 45,2 54,96 
Mole Hypobromit: 0 0 0,16 4,33 7,04 8,56. 


Die erst nach iiber 10 Minuten lebhaft einsetzende Reak- 
tion verriet sich auch durch plotzliches Auftreten einer starken 
Triibung durch austallendes Bariumcarbonat unter gleichzeitiger 
Gasentwicklung. 


Carbonyl-bis-glycylglycin (Formel 11). 

Mit diesem Diureid, das ja den Ausgangspunkt fiir diese 
ganze Yntersuchung gebildet hat, sind auf Grund des angeb- 
lichen Befundes von Goldschmidt eine ganze Reihe von 'Ti- 
trationen durchgefiihrt, unter wechselnden Bedingungen, vor 
allem bei wechselndem Gehalt der Bromlauge an freiem Alkali. 
Sie alle mitzuteilen, eriibrigt sich, nachdem Goldschmidt?) 
festgestellt hat, da& seine scheinbar so abweichenden Resultate 
fast véllig mit den unserigen iibereinstimmen. Die aus den 
an sich richtigen Analysendaten von Goldschmidt zutreffend 
berechneten Zersetzungskurven decken sich weitgehend mit den 
unsrigen. Kine Unstimmigkeit blieb auf Grund jener ilteren 
Arbeit?) allerdings noch bestehen. Nach Goldschmidt sollte 


— ——E 


1) Diese Zs. Bd. 170, S. 183 (1927). 
2) Diese Zs. Bd. 165, S. 150 (1927). 
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das Carbonyl-bis-glycylglycin in starker alkalischer Lisung im 
Gegensatz zu anderen Aminosiurederivaten stirker als in 
schwach alkalischer Lésung angegriffen werden, wihrend wir 
bei unseren Versuchen feststellen muBten, daB in ganz schwach 
alkalischen Lésungen (0,02—0,05 n), wo die Reaktion im Lauf 
des Versuchs in sauer umschlug, der Hypobromitverbrauch 
héher war als in stirker alkalischen (0,2n). Goldschmidt, 
der allerdings mit Lésungen von wesentlich geringerem Gehalt 
an Diureid arbeitet, findet gleichfalls neuerdings') diesen Mehr- 
verbrauch bei Alkalikonzentrationen von 0,01 deutlich; bei 
0,02 ist er nur im Anfangsteil der Kurve erkennbar.?) 

Von unseren Versuchen werden nur drei herausgegrifien, 
einer bei ganz schwacher, einer bei stirkerer Alkalikonzentration 
angestellt, und ein letzter, bei dem die Alkalilésung noch 
wesentlich stirker als in den fritheren Versuchen gewahlt 
wurde, wodurch der Hypobromitverbrauch nochmals erheb- 
lich sank. 

1. Schwache Alkalitat: 0,1604 g Substanz in 100 ccm 
0,4202 n-Bromlauge (Alkalitiit 0,02 n; nach Zusatz des Diureids 
nur noch etwa 0,01 n). Je 10 ccm des Gemischs verbrauchten 
an n/10-Thiosulfat: Nach 3 Minuten 36,23 ccm; 5 Minuten 
31,34 com; 11 Minuten 29,42 com; 25 Minuten 27,00 ccm. 


Zeit: 3 5) 11 25 
Verbr. cem: 36,1 66,6 78,55 93,64 


Mole Hypobromit: 5,23 9,66 11,4 13,6 


2. Mittlere Alkalitit: In diesem Fall wurde der Brom- 
lauge soviel Kalilauge zugesetzt, daB nach Absittigung der 
zugesetzten Carbonylsiure noch eine Alkalitit von 0,2 n vor- 
handen war. 0,1544 g Substanz: eingetragen in 100 ccm 
0,4379 n-Bromlauge (an freiem Alkali 0,2 n). 10 ccm des 


1) Diese Zs. Bd. 170, S. 185 (1927). 

*) Kurve IV bzw. III des Kurvenbildes von G. In der Erliuterung 
des Kurvenbildes steht allerdings 0,001 bzw. 0,01. Richtig miiBte es 
heiBen 0,004 bzw. 0,01n, da hier nur die Alkalikonzentrationen an- 
gegeben sind, die von dem vorhandenen freien Alkali nach Zusatz des 
Diureids iibrig bleiben. Im obigen Text sind immer die anfiaglichen 
Konzentrationen gemeint. 
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Gemischs verbrauchten beim Zuriicktitrieren an n/10-Thio- 
sulfat: Nach 2 Minuten 40,91 ccm; 5 Minuten 39,24 ccm, 
10 Minuten 37,14 ccm; 15 Minuten 35,25 ccm. 


Zeit: 2 5 10 15 
Verbr. ccm: 18,7 29,5 431 55,3 
Mole Hypobromit: 2,7 4,3 6,3 8,0 


3. Starke Alkalitét: 0,1660g Substanz wurden in 100 ccm 
0,485 n-Bromlauge gelést, der 15 com 44°/,iger Kalilauge zu- 
gesetzt waren, wodurch die Lésung an freiem Alkali 1,42 n 
war. 10 ccm des Gemischs verbrauchten zum Zuriicktitrieren 
an n/10-Thiosulfat: Nach 2 Minuten 42,17 ccm; 5 Minuten 
41,87 ccm; 10 Minuten 41,31 ccm; 15 Minuten 40,84 ccm. 

Zeit: 2 5 10 15 
Verbr. ccm: 0 2,1 5,96 9,21 
Mole Hypobromit: 0 0,3 0,87 1,34 

Die zuletzt angefihrte Konzentration an Alkali geht weit 
iiber das hinaus, was sonst bei der Hypobromitreaktion an- 
gewandt wurde, der Versuch erscheint aber in mehrfacher 
Hinsicht bemerkenswert. Zunichst beleuchtet er noch niher 
die GesetzmiBigkeit, daB mit steigender Alkalikonzentration 
die Wirkung des Hypobromits abnimmt. Damit figt sich 
auch das Diureid in den Rahmen der iibrigen Aminosiure- 
derivate. Die Angreifbarkeit des Diureids im Gegensatz zu 
anderen, nicht angreifbaren, acylierten Aminokérpern darf man 
dann aber wohl nicht durch besonders starke Neigung zur 
Enolbildung erklaren, wie es allerdings nur ganz beiliufig 
Goldschmidt tut, da in stirkerem Alkali die Enolbildung 
doch wohl begiinstigt sein sollte. Die “rklirung fiir die Ab- 
nahme der Hypobromitwirkung mit steigender Alkalikonzen- 
tration braucht man ja auch durchaus nicht nur — so geht 
Goldschmidt in seiner Arbeit in den Annalen vor — in der 
Wirkung des Alkalis auf die organische Substanz zu suchen, 
es kann sich doch auch um eine Wirkung auf das Hypobromit 
handeln, besonders um eine Zuriickdringung der Hydrolyse. 
Die Primirreaktion in fast neutraler Hypobromitlésung kénnte 
eine Wirkung der freien unterbromigen Saure sein. 

Diese Herabdriickung der Hypobromitwirkung durch das 
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starke Alkali ist aber gleichzeitig ein Beweis, daB die Alkali- 
empfindlichkeit des Diureids zum mindestens bei (0° nicht 
groB sein kann. Ein direkter Versuch bestitigte diese Ver- 
mutung. Es wurden zu diesem Zweck vom Carbonyl-bis- 
glycylglycin 0,4000 g in 25 ccm Lauge gelést, die 7,758 ccm 
n/1-Kalilauge enthielten und mit Wasser auf 25 ccm auf- 
gefiillt waren. Rechnet man die Menge an Kaliumhydroxyd 
ab, die zur Salzbildung vom Diureid verbraucht wird — 
es sind 0,1547 g KOH —, so bleibt gerade eine 0,2 n-Kali- 
lauge iibrig. Mit dieser Lauge blieb nun das Diureid bei 0° 
stehen. Von Zeit zu Zeit wurden Proben entnommen und im 
Mikroapparat nach van Slyke der Aminostickstoff bestimmt. 
Der in Freiheit gesetzte Stickstoff wurde immer bei 735 mm 
Druck abgelesen. In der Angabe des N-Volums ist der Leer- 
wert schon abgezogen. 


Es wurde gefunden: 


Nach einer Einwirkung von Mi.: = 15 30 45 60 74 90 
In entnommenen cem Lésung: 1,950 1,935 1,970 1,985 1,922 1,967 
cem Stickstoff: 0,015 0,070 0,089 0,080 0,140 0,185 
Temperatur des N,: 24 23 18 18 16 19 


Aus diesen Daten liBt sich das MaB der Hydrolyse des 
Diureids, in Prozenten an gespaltenem Diureid, unter der 
Annahme berechnen, da8 entsprechend den Darlegungen im 
theoretischen Teil aus jedem gespaltenen Molekiil eine Amino- 
gruppe frei wird. Die dazu nétige Gleichung hat die Form: 


100 x 25 x ccm N, x Faktor x 290,142 
ecm Loésung x 28,016 x 0,400 





Spaltung in °/, = 


Man findet so folgenden Prozentgehalt gespaltener Substanz: 


Min. der Einwirkung des Alkalis: 15 30 45 60 15 90 
Spaltung in Prozenten: 0,54 2,53 3,24 2,89 5,10 6,71 


Ks ist hieraus zu ersehen, daB bei 0° die Alkalispaltung 
bei der Hypobromitreaktion gar keine Rolle spielt. Etwas 
gréBer ist sie, wie schon erwdhnt, bei 22°. Hier betrug sie 
nach 15 Minuten 1,5°/,, nach 30 Minuten 2,6°/,, nach 75 Minuten 
8,93°/, und war nach 16 Stunden 15 Minuten auf 50,43°/, 
gestiegen. 
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Carbaminyl-d,l-Leucin, Leucin-uraminosadure (Formel 12) 
und Isobutyl-hydantoin (Formel 13). 


Von der nach Lippich?) dargestellten Leucin-uramino- 
siure wurden 0,1994 g in 100 ccm 0,4540 n-Bromlauge (freies 
Alkali 0,018 n) gelést und von Zeit zu Zeit je 10 ccm zur 
Titration entnommen. Gebraucht wurden an n/10-Thiosulfat: 
Nach 2 Minuten 45,00ccm; 5 Minuten 44,14 ccm; 10 Minuten 
43,11 com; 15 Minuten 42,53 com; 20 Minuten 42,07 ccm; 
60 Minuten 38,05 ccm. 


Zeit: 2 5 10 15 20 60 
Verbr. ccm: 2,02 6,34 11,53 14,41 16,72 36,90 
Mole Hypobromit: 0,18 0,55 1,0 1,26 1,46 3,21 


Der ganz abweichende Verlauf der Zersetzung, verglichen 
mit sonstigen angreifbaren Aminosiurederivaten und dem 
Kiwei8, wird am deutlichsten aus der im allgemeinen Teil 
angefiihrten Zersetzungskurve. 

Gegentiber der Leucin-uraminosiure mit ihrer endstandigen 
freien Aminogruppe ist das daraus durch Ringschlu8 unter 
dem EinfluB von Siuren entstehende Isobutylhydantoin wesent- 
lich schwerer angreifbar. Da hier in deutlich alkalischer 
Reaktion gearbeitet wurde, darf der nach langerer Zeit fest- 
gestellte Verbrauch wohl auf eine vorhergehende Aufspaltung 
des Hydantoinrings zuriickgefiihrt werden. 

0,2457 g Substanz, gelést in 20 ccm 0,25 n-Natronlauge 
bei 0°, wurden mit 50 ccm 0,4845 n-Bromlauge behandelt. 

Der Hypobromitverbrauch war nach 2,5, 10 und 15 Minuten 
verschwindend klein, nach 20 Minuten waren pro 0,1 g Substanz 
erst 2,44 com oder 0,19 Mole verbraucht, nach einer Stunde 
waren es 13,2 ccm oder 1,03 Mole. 


Kreatin (Formel 14) und Kreatinin (Formel 15). 


Vom Kreatin wurden 0,2119 g zu 100 ccm einer 0,4540 n- 
Bromlauge (freies Alkali 0,018 n) zugesetzt. Die Substanz 
lést sich rasch unter starker Gasentwicklung. Dementsprechend 
war schon nach kurzer Zeit ein starker Verbrauch an Hypo- 


) aa. 0. 
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bromit festzustellen. Zum Zuriicktitrieren von je 10 ccm wurden 
an n/10-Thiosulfat gebraucht: Nach 2 Minuten 37,20 ccm; 
5 Minuten 36,20 ccm; 10 Minuten 36,20 ccm; 15 Minuten 
35,40 com; 20 Minuten 34,54 ccm; 60 Minuten 30,13 ccm. 


Zeit: 5 5 10 15 20 60 
Verbr. cem: 38,7 48,4 434 47,2 51,26 72,1 
Mole Hypobromit: 2,5 285 2,85 3,1 3,36 4,73 


Nach 20 Minuten war das Gemisch sauer geworden. 

Das Kreatinin, das iiber die Chlorzinkdoppelverbindung 
aus Menschenharn dargestellt war, reagierte mit Bromlauge 
der tiblichen Stirke so gut wie iiberhaupt nicht. Selbst bei 
1 stiindiger Einwirkung waren hiéchstens fiir 0,1 g Substanz 
4,5 cem oder 0,25 Mole Hypobromit verbraucht. 

Das Nichtreagieren des Kreatinins war nicht ohne weiteres 
vorauszusehen, da es zwar keine freie Aminogruppe mehr, wohl 
aber eine Iminogruppe enthilt. Die letztere reagiert aber 
offenbar nicht unter Verbrauch von Hypobromit. Im gleichen 
Sinn 1i8t sich auch die Inaktivitaét des Dibenzoylarginins ver- 
werten. 


Arginin (Formel 16) und Dibenzoylarginin (Forme! 17). 

Fiir die Gewinnung des seitdem so bequem zugiinglichen 
Arginins standen die beiden neuerdings beschriebenen eleganten 
Verfahren zur Verfiigung, das mit Hilfe der Flaviansiure 
arbeitende von Kossel und GroB!), und das Benzyliden- 
verfahren von Bergmann.?) Um ein mit Sicherheit ganz 
reines und einheitliches Material zu haben, kombinierten wir 
die beiden Verfahren. Aus einem Gelatinehydrolysat wurde 
das Arginin nach Kossel als Flavianat*) gefallt, dann aber 
das isolierte Salz durch vorsichtigen Zusatz von Ammoniak 
in Lésung gebracht und durch Schiitteln mit Benzaldehyd 
nach Bergmann in das Benzylidenarginin verwandelt. Das 
auskrystallisierende Rohprodukt zeigte den Stickstoffgehalt 


‘‘ Kossel u. Grob, Diese Zs. Bd. 135, S. 167 (1924). 

*) Bergmann u. Zervas, Diese Zs. Bd. 152, S. 290 (1926). 

*) Fiir die Uberlassung von Flaviansiiure sind wir der I. G. Farben- 
industrie A.-G. zu Dank verpflichtet. 
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und Schmelzpunkt analysenreinen Materials. Die Benzyliden- | 
verbindung wurde dann in Arginincarbonat verwandelt, das 
im Lauf der Verarbeitung den gréBten Teil seiner Kohlen- 
siure verlor und in freies Arginin iiberging. 

Das Dibenzoylarginin lieB sich aus Arginincarbonat un- 
schwer nach der Vorschrift von Gulewitsch?) erhalten, wobei 
es fiir die Ausbeute vorteilhaft war, zum Herauslésen der bei- 
gemengten Benzoesdure statt des in der urspriinglichen Vor- 
schrift angegebenen Athers nach Lawrow?”) Petrolither zu , 
nehmen. 

Das verwendete krystallisierte Arginin enthielt noch 
Arginincarbonat beigemengt, da es bei der Bestimmung nach 
Kjeldahl nur 31,21°/, Stickstoff statt der fiir freies Arginin 
berechneten 32,18°/, ergab. Die Substanz enthielt danach: 
97,0°/, Arginin. 

0,1123 g dieses Materials, entsprechend 0,1089 g Arginin 
wurden in 10 ccm Wasser gelést und 100 ccm 0,3915 n-Brom- 
lauge dazugegeben. JBeim Zuriicktitrieren wurden fiir je 
10 ccm der Mischung an Kubikzentimetern n/10-Thiosulfat ge- 
braucht: Nach 2 Minuten 30,01 com; 5 Minuten 29,87 ccm; 
10 Minuten 29,69 cem; 15 Minuten 29,50 ccm; 20 Minuten 
29,50 ccm. 


Daraus errechnet sich: 


Zeit: 2 3D 10 15 20 
Verbr. ccm: 56,36 57,78 59,60 61,51 61,51 
Mole Hypobromit: 4,91 5,03 5,19 5,36 5,36 


Beim Dibenzoylarginin war bei der Umsetzung in deutlich 
alkalischer Lésung keine Kinwirkung festzustellen. Es wurden 
dazu 0,1499 g Substanz in einem Gemisch von 20 ccm Normal- 
natronlauge und 15 ccm Wasser geliést, mit 100 ccm 0,4379 n- 
Bromlauge (freies Alkali der Bromlauge 0,048 n) versetzt und 
je 10 ccm titriert. Bis zu 70 Minuten Beobachtungsdauer 
betrug die notwendige Menge n/10-Thiosulfat 32,4 ccm. 

Als die Alkalikonzentration herabgesetzt wurde, indew 


1) Gulewitsch, Diese Zs, Bd. 27, S, 178 (1899). 
*) Lawrow, Diese Zs. Bd. 28, S. 585 (1899). 
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0,1501 g Dibenzoylarginin in nur 1,5 ccm Normallauge und 
15 ccm Wasser gelést wurde und 100 ccm obiger Bromlauge 
zur Kinwirkung kam, war ein kleiner Hypobromitverbrauch 
festzustellen, er betrug jedoch fiir 10 cem des Gemischs nach 
10 Minuten nur 0,35 ccm n/10-Hypobromit, was 0,52 Molen 
entspricht, eine Menge, die auch nach 45 Minuten nur auf 
0,48 com oder 0,71 Mole gestiegen war. 

Zum mindesten in stirker alkalischer Lésung ist Dibenzoyl- 
arginin unter den gewihlten Bedingungen gegen Hypobromit 
bestiindig; aber auch in der schwicher alkalischen Lésung ist 
der Verbrauch gering gegeniiber freiem Arginin. 


é-Guanido-capronsadure (Formel 18). 


Dieser Kérper wurde uns in dankenswerter Weise von 
kK. Thomas-Leipzig, der ihn zuerst dargestellt und beschrieben 
hat, zur Verfiigung gestellt. Um diese in Wasser und Laugen 
sehr schwer lésliche Substanz zur Reaktion bringen zu kénnen, 
wurde sie in iibersittigter wiBriger Lésung angewandt. Sie 
wurde dazu in Salzsiure gelést, wobei sorgfaltig darauf ge- 
achtet wurde, daB keine Impfkeime mehr iibrig blieben, dann 
mit einem Uberschu8 an Lauge versetzt — beide Lisungen 
waren auf 0° vorgekiihlt —, in Eis gestellt und sofort mit 
gleichfalls gekiihlter Bromlauge versetzt. Durch diesen Kunst- 
griff gelingt es leicht, die Reaktion auszulésen, ohne daB es 
zu einem Ausfallen der freien Guanidocapronsaiure kommt. 

0,2000 g Substanz wurden in 10 ccm einer Salzsiure 
gelést, die nach Vorversuchen zum Neutralisieren 31,5 ccm 
n-Natronlauge brauchten, 40 ccm n-Natronlauge zugesetzt — 
alles bei 0° — und nun 100 ccm 0,4246 n-Bromlauge zu- 
gegeben. Zum Zuriicktitrieren von je 10 ccm der Mischung 
wurden gebraucht an n/10-Thiosulfat: Nach 2 Minuten 24,17 ccm; 
5 Minuten 24,17 ccm; 10 Minuten 23,99; 20 Minuten 23,94 ccm; 
60 Minuten 23,25 ccm. MHieraus errechnet sich: 


Zeit: 2 5 10 20 60 
Verbr. cem: 31,05 31,05 32,40 32,77 37,95 
Mole Hypobromit: 2,69 2,69 2,80 2,84 3,29 


Der Verbrauch liegt bei kiirzerer Versuchsdauer zwischen 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIIJI. 11 
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2 und 3 Molen Hypobromit, jedoch wesentlich na&her an 
3 Molen, ein Wert, der nach dem Verlauf der Zersetzungs- 
kurve etwa nach 80 Minuten erreicht wird. 

Simtliche untersuchten Guanidoverbindungen, deren Gu- 
anidogruppe frei vorlag, verbrauchten 3 Mole Hypobromit, 
weshalb sich der SchluB vom analogen Verhalten der freien 
Guanidogruppen im Eiwei® wohl rechtfertigen libt. 


Zusammenfassung der Ergebnisse. 


Es wurden 14 verschiedene Derivate von Aminosiuren 
daraufhin untersucht, wie sie sich unter den von Goldschmidt 
und Steigerwald gewahlten Bedingungen gegen Hypobromit 
verhielten. Das Resultat ist in Tabellenform zusammengestelit, 
wobei vor allem der rasch nach etwa 10—15 Minuten er- 
folgende Verbrauch beriicksichtigt ist. Es ergab sich zuniichst, 
daB gemif einer von Goldschmidt aufgestellten Regel 
Acylierung selbst mit Kohlensiure Aminogruppen vor der 
Einwirkung des Hypobromits schiitzt. Als Ausnahme bleibt die 
Diureidbindung entsprechend den ilteren Beobachtungen von 
Brigl und Held bestehen. Diese Ausnahme ist auch nicht 
durch besonders hohe Alkaliempfindlichkeit zu erklaren, da 
stirkeres Alkali sogar hemmend wirkt und die direkt gemessene 
alkalische Hydrolyse gering ist. Kin Monoureid reagiert gleich- 
falls mit Hypobromit, jedoch verliuft die Zersetzungskurve 
vollig verschieden. Analog dem Eiwei8 und dem Diureid 
reagiert jedoch die Guanidogruppe, solange sie frei vorliegt. 
Acylierung und innerer RingschluB iiben auch hier eine Schutz- 
wirkung aus. 

Aus der Hypobromitreaktion Schliisse auf noch unbekannte 
Bindungsarten im EKiwei8 zu ziehen, erscheint bedenklich, nach- 
dem nunmehr drei im HiweiB vorkommende Gruppierungen 
als reaktionsfahig gegeniiber Hypobromit erkannt sind, es aber 
auBerdem noch eine ganze Reihe weiterer Aminosiurederivate 
gibt, die mit Hypobromit reagieren, fiir deren Anwesenheit im 
Eiweif allerdings noch kein sicherer Beweis erbracht ist. 











verschiedenen Reinheitsgraden. 
XVII. Abhandlung tiber Pankreasenzyme. 
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Uber die Konfigurationsspezifitit der Esterasen in 


Richard Willstiitter, Eugen Bamann u. Johanna Waldsehmidt-Graser. 


Aus dem Chemischen Laboratorium der Bayerischen Akademie der Wissenschaften in 


Die von H. D. Dakin?) entdeckte Erscheinung der optischen 
Spezifitiit von Leberesterase ist in der VIII, IX. und XIV. Ab- 
handlung?) dieser Reihe erweitert worden: die esterspaltenden 
Knzyme aus den verschiedenen Organen einer Tierart sowie 
Taka-esterase unterscheiden sich in ihrer Konfigurations- 
spezifitiit, wenn sie nicht nur mit einem racemischen Ester, 
dem der Mandelsiiure, sondern mit einer Reihe substituierter 
Phenylessigester gepriift werden. Pankreaslipase und Leber- 
esterase wihlen in gleichem Sinne aus, wenn sie beispiels- 
weise auf racemischen Phenylchlor-, -brom- und -aminoessig- 
ester wirken, sie unterscheiden sich aber gegeniiber Mandel- 
siureester und Tropasiureester. Auch lassen sich Pankreas- 
lipase und die ihr so ihnliche Magenlipase durch die aus- 
wihlende Wirkung auf racemischen Mandelsdureester unter- 
scheiden. Aber die Bedeutung dieser weitgehenden optischen 
Spezifitat, die zur Kennzeichnung und Unterscheidung der 


1) Jl. of Physiol. Bd. 30, S. 253 (1903/04) und Bd. 32, S. 199 (1905). 
*) R. Willstitter u. F.Memmen, Diese Zs. Bd. 138, S. 216 
(1924); R. Willstitter, F. Haurowitz u. F.Memmen, Diese Zs. 
Bd. 140, S. 203 (1924); R. Willstitter u. H. Kumagawa, Diese Zs. 
Bd. 146, S. 151 (1925). 


11* 
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lipatischen Enzyme wertvoll ist, hat bisher an einer Unsicher- 
heit gelitten. Noch viel mehr als die Merkmale anderer En- 
zyme sind diejenigen der Lipasen von den Begleitstoffen al- 
hingig, mit denen sie in ihren physiologischen Komplexen eng 
assoziiert vorkommen, von Aktivatoren und Hemmungskérpern, 
die sogar imstande sind, die Abhingigkeit des Wirkungs- 
vermégens von der Reaktion des Mediums giinzlich zu ver- 
schieben. Es ist noch unbekannt, ob auch fiir das optische 
Auswihlungsvermégen der Esterasen Begleitstoffe verantwort- 
lich sind oder ob diese Enzyme noch im reinsten Zustand, 
der zurzeit erreichbar ist, ihre stereochemische Kigenart be- 
wahren. Unsere Untersuchung behandelt die Frage, ob diese 
Spezifitit mit dem Reinheitsgrade variiert, an den Beispielen 
der Pankreas- und der Magenlipase und der Leberesterase und 
zwar hauptsichlich an den Enzymen einer Tierart, des Schweines. 

Das pankreatische Enzym wird nach den Angaben unserer 
II. Abhandlung’) und die Leberesterase nach einem Verfahren 
von H. Kraut und H. Rubenbauer?) gereinigt, beide so weit, 
daB sie annihernd frei von Proteinsubstanzen sind. Die Ab- 
trennung der Magenlipase von den hartniickig anhaftenden 
mucinhaltigen KiweiBstoffen stellte eine besondere Aufgabe, 
die mit den Adsorptionsmethoden nicht zu lésen war. Aber 
auf dieses Beispiel eines lipatischen Enzyms konnte nicht ver- 
zichtet werden. Denn gerade bei der Reinigung von gastrischer 
Lipase war sogar die Verschiebung des p,,-Optimums vom 
sauren ins alkalische Gebiet beobachtet worden. Wenn in 
irgendeinem Fall, so schien es hier méglich zu sein, da8 mit 
anderen Kigenschaften auch die optische Spezifitit den Kin- 
fliissen von Begleitstoffen unterliegt. Denn als das Enzym 
reiner wurde, schien es sich immer mehr in seinen Kigen- 
schaften der Pankreaslipase zu nihern. Ist es nun mit ihr 
in reinem Zustand identisch? Die vorige (X VI.) Abhandlung’*) 
berichtet dariiber, wie es gelungen ist, die enzymatische 





') R. Willstitter u. E. Waldschmidt-Leitz, Diese Zs. Bd. 125, 
S. 132 (1922/23). 

3) Diese Zs. im Druck. 

) R. Willstitter u. E. Bamann, Diese Zs. im Druck. 
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Konzentration der Magenlipase aufs 600 fache (verglichen mit 
den enzymreicheren Cardia- und Fundusteilen der Schleimhaut 
zu steigern und das Enzym von den HiweiBstoffen zu befreien. 
Die Kinwirkung der genannten drei Esterasen in rohen und 
reinsten Zustainden auf Mandelsiureester und Phenylchloressig- 
siiureester hat zu dem Ergebnis gefiihrt, daB sich in keinem Fall 
bei der Steigerung des enzymatischen Reinheitsgrades der Sinn 
des stereochemischen Auswihlens indert. Die Spezifitit ist also 
mit gréBerer Wahrscheinlichkeit wie bisher den Enzymen selbst 
zuzuschreiben. Magen- und Pankreaslipase sind auch in ge- 
reinigtem Zustand voneinander verschieden; die Unterschiede 
zwischen Pankreaslipase und Leberesterase bleiben ebenfalls 
bei héheren Reinheitsgraden bestehen. Auch haben wir in 
keinem Fall mit zunehmender Reinheit eines Enzyms Abnahme 
der spezifischen Drehung an den Produkten der Hydrolyse 
beobachtet. Das Entgegengesetzte zeigte sich bei der Magen- 
lipase des Schweines: mit zunehmender Reinheit steigt bei 
cleichen Spaltungsgraden die spezifische Drehung der Spalt- 
produkte (und der iibrigbleibenden Ester). Die Beobachtungen 
reichen aber kaum hin, um zu entscheiden, ob bei den un- 
reinen Knzymen die Affinititen im Sinne einer Abschwichung 
des optischen Auswihlens beeinfluBt werden oder ob Neben- 
erscheinungen an dem wenig giinstigen Verhiltnis zwischen 
gebildeter Siure und beobachteter Aktivitét Schuld tragen. 
An der Konfigurationsspezifitiit zeigt es sich, daB nicht 
ein und dieselbe Lipase in denselben Organen verschiedener 
Tiere vorkommt, Einer derartigen Beobachtung begegneten vor 
kurzem P. Rona und R. Ammon!) bei der Lipase der 
Menschenleber einerseits und Rinder- und Schweineleber 
andererseits. In unseren Versuchen mit Phenylchloressigsiure- 
ester erwies sich die Magenlipase des Hundes (in verschiedenen 
Reinheitszustanden) entgegengesetzt auswihlend als die des 
Schweines. Soll also die stereochemische Eigenart einer 
Esterase bestimmt werden, so wird es nétig sein, ihr Verhalten 
gegen eine Anzahl von racemischen Estern zu priifen. Guibt 
es nun z. B. einige oder viele Magenlipasen und Leberesterasen? 


1) Biochem. Zs. Bd. 181, S. 49 und zwar S. 67 (1926/27). 
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Die Aufgabe eréffnet sich, bei einer Anzahl verschiedener 
Tierarten die Esterasen einzelner Organe mit einer Reihe 
racemischer Ester zu priifen und, wo Ubereinstimmung vor- 
kommt, diese Reihe von Estern noch weiter zu vermehren. 
Bei den Esterasen ist der Unterschied in der stereo- 
chemischen Spezifitit nur ein quantitativer. Es ist wohl un- 
gewiB, ob diese Enzyme einheitlich sind oder ob in gewissen 
Fallen verschiedene Mischungen von rechtswihlendem und 
linkswihlendem Enzym vorkommen. Die Frage scheint lésbar 
zu sein. Beruhte z. B. der Unterschied zwischen den Lipasen 
des Schweine- und Hundemagens auf verschiedenem Mischungs- 
verhiltnis, so diirften sie nicht bei gewissen Substraten ent- 
gegengesetzt, bei anderen aber iibereinstimmend auswihlen. 


Experimenteller Teil. 
1. Zur Ausfiihrung der Spaltungsversuche. 


Die Spaltungsversuche wurden in gut schlieSenden Pulver- 
flaschen von 50—500 ccm Inhalt, je nach dem Versuchsansatz, 
ausgefiihrt. Die neutralisierte Enzymlésung oder (in Versuchen 
mit Leber) 1 Stunde zuvor angesetzte Suspension von Organ- 
pulver in n/40-Ammoniak erginzten wir mit kohlensiure- 
gesittigter Natriumbicarbonatlésung (aquivalent der halben 
Estermenge) zu dem Volumen des Versuchsansatzes. Es betrug 
bei reinen Enzympriparaten nur 25—-100 ccm, war aber bei 
den erforderlichen bedeutenden Mengen der Knzymrohprodukte 
viel gréBer zu wihlen. Nach Zugabe des Substrates und 
einiger Tropfen Toluol (5 auf 100 ccm) wurde der Ansatz 
kraftig durchgeschiittelt und die Flasche in den Thermostaten 
gestellt. Das Durchschiitteln wurde jeweils nach einigen 
Stunden wiederholt. 

Nach Ablauf der Reaktionszeit isolierten wir Siure und 
Ester nach dem Verfahren der VIII. Abhandlung. Den Ester 
entzogen wir dem neutralen, die Saéure danach dem mit 
Schwefelsiure angesiiuerten Reaktionsprodukt durch haufiges 
Ausziehen mit Ather. Der Ather war frisch durch Schiitteln 
mit 50°/, iger Schwefelsiure und durch Destillation tiber Pott- 
asche gereinigt, also riickstandsfrei. Da in den Versuchen 
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mit den Enzymrohprodukten starke Emulsionen auftraten, auch 
im Atherextraktionsapparat, war es zweckmibig, die Lisung 
sofort anzusiuern und Niederschlag und Fliissigkeit an der 
Zentrifuge zu trennen, um beide einzeln auszuathern. Der 
jtherischen Lésung von Saure + Ester entzog man die erstere 
durch Ausschiitteln mit der n6étigen Menge Sodalésung und 
isolierte sie nach Wiederansiituern mit Phosphorsiure durch 
hiufiges Ausschiitteln oder im Perforationsapparat. Der Ester, 
der beim Abdampfen seiner mit sehr wenig Wasser ge- 
waschenen und getrockneten atherischen Lésung_ hinterblieb, 
wurde mit Alkohol auf 10 ccm gebracht und im 2 dm-Rohr 
polarisiert. Die gebildete Siure besaB bei den Versuchen mit 
roher Magenlipase starken Ameisensiuregeruch; man lieB die 
Siure lingere Zeit an der Vakuumpumpe, um sie vom fliich- 
tigen Anteil tunlichst zu befreien. Die Polarisation (in 10 ccm, 
2 dm-Rohr) und Titration erfolgte dann ohne weitere Reinigung, 
bei Mandelsiure in wiaBriger, bei Phenylchloressigsiure u. a. 
in alkoholischer Lésung. 

Substrate. Mandelsiureithylester. Da der nur durch 
Vakuumdestillation (Siedep. 134—136° unter 11 mm) gereinigte 
Kster eine Beimischung von hemmend wirkendem’) Pheny]- 
elyoxylsiureester zu enthalten pflegt, dienten fiir unsere Ver- 
suche nur durch 3 maliges Umkrystallisieren aus Petrolither 
gereinigte Priparate. 

Phenylchloressigsiiureithylester. Durch Einwirkung der 
4 fachen Menge Thionylchlorid*) auf Mandelsiureester gewonnen 
und im Vakuum destilliert, Siedep. 128—124° unter 10 mm, 
82—84° unter etwa 0,5 mm. 


2. Versuche mit Leberesterase. 


Das Leberenzym des Schweines verwendeten wir in drei 
Reinheitsgraden: das getrocknete Organ, ammoniakalische Aus- 
ziige aus demselben und die reinsten heute zuginglichen Pri- 


1) Vgl. R. Willstitter, R. Kuhn, O. Lind u. F.Memmen, 
Diese Zs. Bd. 167, S. 303 (1927). 

*) Nach G. Darzens, C. R. Bd. 152, S. 1601 (1911), sowie 
A. Me Kenzie u. F. Barrow, Journ. Chem. Soe. Bd. 99, S. 1910 (1911). 
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parate. Als Rohprodukt diente das Organ, nachdem es in 
frischem Zustand in der Hackmaschine zerkleinert und (wic 
Pankreas nach Abh. II) mehrmals mit Aceton, dann mit Aceton + 
Ather und mit Ather allein behandelt und schlieBlich in getrock- 
netem Zustand fein gemahlen worden; L.,’-W. des Pulvers=0,3, 
des ammoniakalischen Auszugs = 1,5. Die reinen Priparate 
wurden durch Adsorptionsverfahren nach H. Kraut und 
H. Rubenbauer (Abh. im Druck) gewonnen. 


30 g Leberpulver lieferten bei 1stiindigem Ausziehen mit 1,5 Liter 
n/40-Ammoniak 780 L.,’-E.') 1 Liter der Lésung wurde 4 Tage dialysiert: 
dabei erfolgte ein Riickgang von 520 auf 468 E. und Ansteigen des 
L.,’-W. auf 3,4. 500 ccm (180 E.) wurden mit Essigsiiure auf 0,01 n 
angesiuert und mit der Suspension von 4,3 g salzsiurebehandeltem 
Kaolin bearbeitet. Auf das Abtrennen des Kaolins folgte die Behand- 
lung der Enzymlésung mit Tonerde-y-Suspension (0,23 g Al,O,). Die 
neue Restlésung enthielt noch 91 E.. Wir engten sie auf 340 cem ein 
und unterwarfen von der Lésung einen Anteil = 54 E. essigsiurehaltig 
einer weiteren Voradsorption mit 0,007 g Al,O,, die ohne Verlust 
verlief. Darauf folgte die Adsorption der Esterase mittels 2 g Kaolin 
und Elution (17,1 E.) mit Ammoniak. Die neutralisierte Lésung enthielt 
nach einer letzten Voradsorption mit 0,002 ¢ Al,O, noch 17 E.. 


Die erreichten Reinheitsgrade bei drei solchen Dar- 
stellungen waren L.,’-W. = 138,2, 83,0, 127,8. 


Fiir die ersten Schritte der Reinigung finden wir eine Abinderung 
des Verfahrens vorteilhaft. Der ammoniakalische Auszug der Leber 
wird sogleich mit Essigsiiure vorsichtig angesiuert. Dabei entstcht ein 
reichlicher gelbbrauner Niederschlag. Nach dem Abzentrifugieren wird 
die Enzymlésung 3—4 Tage gegen flieBendes destilliertes Wasser dialysiert, 
wobei nochmals ein geringer Niederschlag ausfallt. 

Fiir die Versuche 9—11 der Tab. 1 hat Leberesterase gedient, die 
durch Ausziehen mit Glycerin gewonnen war. Ein Unterschied hin- 
sichtlich der optischen Spezifitét war nicht zu beobachten. 

5 g Leberpulver wurden 48 Stunden mit Glycerin ausgezogen: 
200 cem der abgetrennten Lésung enthielten 23 E.. Nach 8 tigiger 
Dialyse wurde die Fliissigkeit eingeengt und den Voradsorptionen mit 
Kaolin und Tonerde unterworfen (15,8 E.). Darauf teilten wir die Hiilfte 
dieses Priparates (8 E.) durch fraktioaierte Adsorption in 3 Anteile. 
Zunichst gewannen wir mit 0,15 g Kaolin ein Adsorbat und daraus mit 





) Diese Einheit wird in der angefiihrten Arbeit von H. Kraut 
und H. Rubenbauer als E.-E. bezeichnet. 
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0,05 n-Ammoniak die Elution 1, enthaltend 1,6 E.. Von der Restlésung 
(4,3 E.) wurde ein Anteil von 1,96 E. zur weiteren Fraktionierung mit 
0,1 g Kaolin behandelt. Daraus gewannen wir die Elution 2 mit 1,02 E., 
wihrend in der Restlésung, der Fraktion 3, 0,74 E. zuriickblieben. 

Ks ist sehr beachtenswert, daB sich im Laufe des 
Adsorptionsverfahrens, wie schon in der VIII. Abh. (S. 228) 
bemerkt worden ist, das Verhaltnis der Wirkungen des Leber- 
enzyms auf Methylbutyrat und Tributyrin verschiebt. Wahrend 
zum Beispiel beim rohen Leberauszug der Quotient von 
1 B,-E. zu 1 L.,’-E.=18,9 von uns gefunden wurde (in 
Abh. VIII 10,8), entsprachen (Messungen mit ausgleichender 
Aktivierung) bei einem unserer reinsten Priparate der Butyrase- 
einheit nur 7,9 E. der Esterspaltung (4,47 bei gereinigtem 
Praparat der Abh. VIII). 

Fiir die vergleichende Untersuchung der Konfigurations- 
spezifitit hat also das Enzym auBer im natiirlichen Zustand 
meistens in einem etwa 400fach hoheren Reinheitsgrad ge- 
dient. Ks entsprach in dieser Form ungefaéhr der enzyma- 
tischen Konzentration, die H. Kraut und H. Rubenbauer 
beschrieben haben, ohne aber in unseren Proben von den 
letzten EiweiBspuren befreit zu sein. 

Die Spaltungsgeschwindigkeiten der Antipoden im Racemat 
zeigen, wie schon bekannt, nur quantitative Unterschiede. Die 
optische Spezifitit ist schon bei niedrigem Spaltungsgrad an- 
nihernd optimal. Natiirlich sinken bei weitgehender Spaltung 
die Werte der spezifischen Drehung. 


In den Versuchen der Tab. 1 hat sich kein Unterschied 
zwischen rohen und reinen Priparaten der Esterase hinsichtlich 
des Sinnes der Spezifitit und hinsichtlich der bei entsprechen- 
den Spaltungsgraden erreichten spezifischen Drehungswinkeln 
ergeben. Auch waren die Drehungswinkel der unveriinderten 
Ksteranteile ungefaihr mit denjenigen der entstandenen Siiuren 
ibereinstimmend. 

Die Zerlegung eines hochwertigen Esterasepriparates 
durch fraktionierte Adsorption mit Kaolin in 3 Anteile ergab 
Versuche 9, 10, 11) keinen Unterschied in der optischen Spezi- 
fitit der einzelnen Fraktionen. 











Tabelle 1. 
































Optische Spezifitit der Leberesterase (Schwein) in verschiedenen Reinheitsgraden. (Versuchstemperatur 20°.) 
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= 1 Mandelsaures Athy], 1gin100cem] 3,0 0,3 (Leber) 21 17,7 +1,55 + 52,0 — 1,75 

~ 2 . » » 1g ,,100cem] 3,0 ase , ) 44 | 335 | +300 +531 | — 2,95 

2. & " » » 1g ,,100cem] 3,0 03( 4 ) 80 | 61,2 | +3,18 | +30,7 | — 3,15 

a 4 _ » » 095g, 50cem] 8,2 1,5 (ammon. Ausz.)}| 18 82,5 + 1,78 + 65,0 — 1,73 

5 o » » Lg ;,100ccemj] 1,1 83,0 (rein. Priip.) 52 15,3 + 1,25 + 48,4 — 1,25 

s 6 2 » » 1g ,100cem] 3,0 | 830(, 4) 44 | 33,5 | +2,80 | +495 | — 2,82 

; oe nt » » 95g, 50cem] 3,2 | 1278(, 4, ) is | 81,7 | +1,70 | +684 1 = 1,5 

ej 8}) # » » 1g 4,100cem] 3,0 | 1382( , 4 ) so | 846 | +360 +252 | — 3,65 

- 9 o » » Lg, 50cem] 1,6 | (rein. Prip.’, Frakt. 1 25 19,7 + 1,05 + 63,0 — 1,10 

a ¥ » > 18 SOcem] O8 I( ,, a » 21 42 15,9 +- 0,72 + 53,5 — 0,74 

a i n> 18 50cem] 06 1(,, » )} » 81 26 | 7,9 | +082 | +47,7 | — 0,85 

= 12 | Phenylchloressigs. Athy], 1g ,,200cem] 3,0 0,3 (Leber) 50 14,0 — 0,385 | — 14,6 + 0,60 

«18 9 » » 1g ,, 200cem] 3,0 83,0 (rein. Priip.) 50 13,1 — 0,30 — 13,4 + 0,45 

~~ 

ma *) Aus der Tabelle weggelassen ist ein Versuch, dessen Ergebnis abweicht und der nicht zu reproduzieren war, 
| 88 g I : 

cv = ein’: Parallelversuch zu Nr. 8 (Enzym von 138,2 L.,’-W.) bei niedrigem Spaltungsgrad: 21 Stunden, 17,8°/, Spalt., Siiure: 

SC a=t 0,06°, [alp = + 2,0°, Ester « =— 0,19°, die geringe optische Auswiihlung in diesem Experiment ist unerkliirt. 
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3. Versuche mit Pankreaslipase. 


Fir die in der VIII. Abhandlung mitgeteilten Versuche 
iiber die optische Spezifitit hatte Pankreaslipase in un- 
gereinigtem Zustand gedient, Nun steigerten wir fiir den 
Vergleich den Grad der enzymatischen Konzentration gemaB 
dem Verfahren der II. Abhandlung durch wiederholte Adsorption 
mit Tonerde (zweckmifig Sorte C, die bessere Resultate gibt 
als B) und mit Kaolin. 


Beispiel: 100 cem gealteter Glycerinauszug aus Paukreasprobe III, 
enthaltend 325 L.-E. (0,20 cem: 17,4°/, Spaltung, 0,65 L.-E.), wurden mit 
500 cem Wasser verdiinnt und der gebildete Niederschlag méglichst rasch 
abzentrifugiert. Die geklirte Lésung enthiclt noch 270 E. in 575 cem. 

Zweimalige Tonerdeadsorption: der geklirte Auszug wurde mit 
6cem n-KEssigsiure angesiuert und mit 168 ccm ‘Tonerdesuspension C 
(2,48 g Al,O,) behandelt. Das in der Zentrifuge abgetrennte Adsorbat 
eluierten wir sofort in den Zentrifugengliisern mit 200 cem ,,Ammon- 
phosphat“-Eluens und gewannen eine Ausbeute von 60°/, (163 E.). 

Die Elution wurde sogleich mit ebensoviel Wasser verdiinnt, mit 
9,5 eem n-Ammonchlorid und 9,5 cem n-Ammoniak versetzt und die 
Phosphorsiiure mit 1,9 g Magnesiumacetat ausgefillt. Nachdem der 
Niederschlag krystallin geworden, filtrierten wir ihn schnell ab und 
neutralisierten die Lésung. Der Verlust bei der Entfernung der Phosphor- 
siure betrug 16°/,. 

Aus der wiederangesiuerten Losung wurde die Lipase mit der- 
selben Tonerdemenge von neuem adsorbiert und mit 250 ecm ,,Ammon- 
phosphat’ wieder eluiert; Ausbeute 60 L.-E., d. i. 42,6°/). 

Kaolinadsorption: die Lésung konnte phosphathaltig bei Gegen- 
wart von Essigsiiure der Adsorption durch salzsiiurebehandeltes Kaolin 
(8,9 g) unterworfen werden. Zur Elution diente eisgekiihltes glycerin- 
haltiges 0,05n-Ammoniak. Nach raschem Neutralisieren brachten wir 
den Glyceringehalt auf 50°/, und filtrierten die stark getriibte Fliissig- 
keit rasech durch eine diinne Schicht Kieselgur. Die Elutionsausbeute 
betrug in 185 ecm 44,5 L.-E., also 74°/, (1,00 cem: 11 °/, Spaltung, 
0,33 L.-E.). Fiir so gereinigte Lipase waren in der II. Abhandlung 
enzymatische Konzentrationen von ungefiihr L.-W. = 200 gefunden 
worden (durch das allerdings nicht genaue Dialysenverfahren bestimmt). 


Der Drehungssinn bei der Hydrolyse mit hochwertigen 
Pankreaspriiparaten ist in allen Fallen derselbe wie bei An- 
wendung von rohem Pankreas derselben Tierart. In mehreren 
Beispielen (Phenylchloressigsiiure und Tropasiiure) sind die 
Werte fiir « bei der Saéure viel niedriger gefunden worden 
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Tabelle 2, 
Hydrolyse racemischer Ester mit gereinigter Pankreaslipase (Schwein). 
(Estermenge: */,., Mol in 25 cem; Versuchsdauer: 96 Stunden; Versuchs- 
temperatur: 30°.) 























Ester- 
Enzym- | spaltung Siiure Ester 
' f 
Nr. Substrat menge meen 
Grund d. ;}————--_—_ - 
(L.-E.) sir? ei a (°) [aly ()] a | 
("/o) 
1') | Mandelsiureiithylester 8,15 35,8 —1,35 | —24,7 | +0,97 
2')} Phenylchloressigsiure- 
methylester . . . 6,50 20,5 —0,15 | — 4,06) +0,74 
3° |Phenylmethoxyessig- 
siuremethylester_. 8,15 25,2 —2,02 | —48,3 1,94 
4 |Tropasiuremethylester | 6,50 13,3 +0,05 | + 2,27) —0,2 
5 |Tropasiiuremethylester | 8,15 13,4 +0,10 | + 4,5 | —0,82 








als beim Ester. Hier und noch mehr bei den analogen Ver- 
suchen mit Magenlipase hat vermutlich Zersetzung der ge- 
hildeten Siuren bei der sehr langen Versuchsdauer mitgespielt. 
DaB auch Racemisierungserscheinungen vorkommen, darau! 
deutet die geringere Drehung des Esters in Versuch 1 mit 
Mandelsiure hin. 


4. Versuche mit Magenlipase. 


Die Magenlipase des Schweines kam ungereinigt zur An- 
wendung in Form von Mssigsiurefillungen der ammoniaka- 
lischen Ausziige, die aus getrockneter Schleimhaut (Cardia. 
und Fundusteil) mit n/40-Ammoniak erhalten waren. In 
héheren Reinheitsgraden gewannen wir das Enzym nach dem 
Verfahren unserer XVI. Abhandlung (im Druck), entweder nur 
durch proteolytischen Abbau und erneute Essigsiurefillurg 
(Reinheitsgrade von B.,-W. = etwa 200—400) oder noch weiter 
gereinigt durch wiederholte Voradsorptionen mit Kaolin und 
Tonerde (B.,-W. > 800). 


1) Auch die Versuche mit Mandelsiiure- und Phenylchloressigsiure- 
ester sind (unter etwas geiinderten Bedingungen) wiederholt ausgefiihrt 
worden; die Ergebnisse stimmten im Sinne iiberein. 
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Das Enzym des Hundemagens wurde ebenfalls in rohem 
Zustande (eingedampfter ammoniakalischer Auszug vom Buty- 
rasewert 4—5 oder Kssigsiurefillung hieraus vom Werte 15) 
und nach Reinigung durch Proteolyse angewandt; daraufhin 
und nach wiederholter Umscheidung mit Essigsiiure betrugen 
bei diesem Material die Butyrasewerte nur ungefihr 100 (ge- 
messen bei p, = 5,5). Die Reinheitsgrade der angewandten 
Priparate von Lipase des Hundemagens sind durch ihre Buty- 
rasewerte und durch das (5. Stab der Tab. 4) mit Tributyrin 
gemessene Verhiltnis des Wirkungsvermégens bei p,, = 5,5 
und desjenigen bei 8,6 gekennzeichnet. Die Wirksamkeit der 
Rohprodukte ist in noch héherem MaBe als in unseren friiheren 
Versuchen im saueren Gebiet durch Begleitstoffe aktiviert. Sie 
ist hier fast 40fach héher als bei p,, = 8,6. Bei der Reinigung 
erfolgte starke Verschiebung zugunsten von p,, = 8,6, wenn 
es auch nicht zu optimaler Wirkung in so betriichtlich alka- 
lischem Gebiet gekommen ist. - 

Die genaueren neueren Versuche bestitigen und erweitern 
die vorliufigen Angaben der IX. Abhandlung: das Magen- 
enzym unterscheidet sich in seiner Konfigurationsspezifitit von 
der Pankreaslipase. Die Priifung mit nur einem Substrat wiire 
unzuverlissig. Die beiden Enzyme wihlen niamlich beim 
Phenylchloressigsiureester in gleichem Sinne aus, bei Mandel- 
siiureester im entgegengesetzten. So reichen auch die von 
uns angewandten vier Substrate nicht aus, um das Magen- und 
das Leberenzym des Schweines hinsichtlich ihrer Konfigurations- 
spezifitit zu unterscheiden. 

Bei der bedeutenden Steigerung des Reinheitsgrades bis 
zum Verschwinden der Eiweifreaktionen hat sich bei der 
Magenlipase des Schweines der Sinn des optischen Auswiblens 
nicht geindert. Mit zunehmender Reinheit ist Zunahme der 
spezifischen Drehungen, also ansteigendes optisches Auswih- 
lungsvermégen, zu beobachten gewesen (nach Versuch 6 und 
7, verglichen mit 1—5 und nach Versuch 9—11, verglichen 
mit 8). Wahrscheinlich sind die Affinititen des rohen Enzyms 
durch adsorptiv anhaftende Begleitstoffe beeinfluBt. Allerdings 
diirfte auch in den Versuchen mit den grofen Stoffmengen 











Tabelle 3. 
Spaitung racemischer Ester durch Magenlipase (des Schweines) in verschiedenen Reinheitsgraden. 


(Versuchstemperatur: 20°.) 
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w ees es S— |; ce Q Sidure Ester 
mer Nr. Racemischer Ester E ieee tas a é Bd § 

E a] BW) | E~ 1 eas! om | epol ec 
2 eo) = ss eS ~S p VV) () 
= 1 | Mandels. Athyl, 3g in 100cem .. . . | 3000 Robprodukt ') 4) 4,5 + 0,29 | 4 12,7 — 0,38 
= 2 ‘ » 8g 5, 100cem mit CaM, | 3000 P 40 4,9 +0,31 | + 12,3 | — 0,40 
= 3 ig » 3g , 100cem mit Cat l, 

2 +Natr.Ol. ....... . . | 3000 2 40 4,8 + 0,29 | +11,9 | — 0,89 
: 4 | Mandels. Athyl, 3g in 100 cem mit CaCl, 

a 4+ Natr.Ol.+ Alb. . . . . . . . 4 3000 ‘ 40 4,6 + 0,80 | +129 | —0,87 
é 5 | Mandels. Athyl, 3 gin 100 ccm, Zus. wie in 4 | 6000 23 40 9,3 + 0,73 4- 15,5 — 0,70 
- 6 Ra » 1g,,150cem . . . . . | 6000 409 40 20,2 +103 | + 30,2 | —1,21 
mR 7 " » 05g in T>cem .. . . | 3300 825 50 11,2 +0,40 +424 | — 0,73 
He 8 | Phenylehloressigs. Athyl, 0,5 g in 150 cem | 1650 15,7 50 7,9 — 0,12 | — 17,5 | “+ 0,20 
z 9 »  0,5¢ , 75 eem | 2080 236,4 50 9,9 — 0,25 | — 29,3 | + 0,42 
Ss 10 i » 05g ,, 7 cem | 3000 $25 60 17,9 — 0,56 | — 36,4 | + 1,05 
= it a » 05g 4 75 eem | 3800 825 50 12,7 — 0,41 | — 37,5 | + 0,80 
= 12 | Phenylmethoxyessigs. Methyl, 1 ¢ in 200 eem | 5625 200 144 83,9 +1,94 | + 12,5 — 1,80 
ye 13 | Tropasaures Methyl . . . ig, 200ccm | 5625 200 204 5,9 — 0,08?)} — 73 | +0,10 
4 1) In den Versuchen 1—4 wurde das aus 30 g Trockenschleimhaut durch Ausziehen mit Ammoniak und Fallen 
pos 


mit Essigsiiure gewonnene Enzym angewandt, 1,5—3 g von B..-W. = 10—20. 
?) Die mégliche Fehlergrenze der Ablesung betriigt: + 0,05°. 
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yon rohem Enzym die optische Spezifitait durch Nebenerschei- 
nungen teilweise verdeckt sein. Die gefundene Aciditit ist 
in der Tabelle einfach auf Mandelsiiure und Phenylchloressig- 
siure bezogen, obwohl sie vielleicht zum Teil durch Neben- 
reaktionen gebildeten anderen Saiuren zuzuschreiben ist. 

Ausgleichende Aktivierung, wie sie fiir die Hydrolyse von 
Tributyrin mit Vorteil angewandt wird, hat (nach Versuch 1—4) 
auf die Geschwindigkeit der Mandelsiiureesterspaltung keinen 
KinfluB gehabt. Es ist nicht unméglich, daB in den Ver- 
suchen mit diesem Ester eine Hemmungserscheinung mit- 
gesprochen hat, von der Art, wie sie R. Willstitter, 
R. Kuhn, O. Lind und F. Memmen!?) vor kurzem beschrieben 
haben. Auch bei Anwendung reinster Substrate kann, wenn 
das Organpriiparat Dehydrogenase enthilt, Ketonsiiureester 
gebildet werden und hemmend wirken. 

Wie bei den Versuchen mit der gastrischen Lipase des 
Schweines, so hat sich mit dem Enzym des Hundemagens die 
Konfigurationsspezifitit als unabhiingig vom Reinheitsgrad er- 
wiesen. Ein zweites Ergebnis ist die Verschiedenheit der 
optischen Spezifitit einer Organlipase von Tier zu Tier, im 
vorliegenden Falle der Magenlipase von Hund und Schwein. 
Zufillig geniigt schon der einzige Ester, auf den sich die 
Tab. 4 bezieht, fiir diese Feststellung. Dieses Ergebnis ist 
einer Beobachtung von P. Rona und R. Ammon an Leber- 
esterase anzureihen; nach diesen Forschern ist Menschenleber- 
esterase (gemiB einem Versuch) gegen Mandelsiureester ,,links- 
orientiert“, wahrend Rinder- und Schweineleberenzym ,,rechts- 
orientiert“ sind. 

Von den Versuchen der Tabelle fallt einer (Nr. 3) in un- 
erklirlicher Weise aus der Reihe heraus. Fiir diesen Ver- 
such, iibrigens mit iiberaus trigem Reaktionsverlauf, hat eine 
Kssigsiurefillung gedient, gewonnen aus den ammoniakalischen 
Ausziigen mehrerer frischer getrockneter Hundemagen. Bei 
der Wiederholung (Nr. 4) des Versuchs, zwei Monate spiiter, 
mit eingeengtem ammoniakalischen Auszug desselben Roh- 
materials, war die bevorzugte Komponente wie in den sonstigen 


') Diese Zs. Bd. 167, S. 303 und zwar S. 306 (1927). 
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Versuchen die rechtsdrehende. Wenn es sich hier leider auch 
nur um eine einmalige Beobachtung handelt, so wird doch die 
Aufmerksamkeit von neuem auf die Frage gelenkt, ob nicht 
durch Beimischungen in dem unatiirlichen Vorkommen eines 
Knzyms die Erscheinung seiner Konfigurationsspezifitit verdeckt 
werden kann. 

Tabelle 4. 


Spaltung des rac. Phenylchloressigsiiureithylesters durch Magenlipas: 
(des Hundes) in verschiedenen Reinheitsgraden. 
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1] 0,5g in 500cem | 1800] 4 |88 :1] 115 | 49,6 | +014) + 3,3] of 
2 | 0,5 g in 450 cem | 3700 5 {37 :1] 89 24,8 | + 0,10) + 4,6) - Of 
3 10,5 g in 250 cem | 8750 15 |21,4:1] 45 242 |~0,15|— 7,2] +0§ 
4 | 0,5¢ in 350 cem | 1200 5 |20 :1] 108 | 44,4 | +.0,50| + 13,0] -1 
5 | 05g in 100cem | 435] 93,7] 64:1] 137,5] 19,9 | + 0,40) + 23,4) —1 
6')] 05g in 75 cem | 1215 | 135 | 1,5:1] 50 7.9 |+0,12| + 17.6| - 0% 





Die Versuche mit dem Enzym des Hundemagens sind 
wegen der geringen Ergiebigkeit eines einzelnen Magens und 
der schwachen LEsterasewirkung nicht mit dem Organ je 
eines Tieres, sondern, wie iibrigens auch beim Schwein, mit 
Gemischen von mehreren Magen ausgefiihrt worden. Es ist 
nicht sicher, da® die Magenlipase verschiedener Hunde gleiche 
optische Spezifitit besitzt. 

Die vorliegende Untersuchung wurde durch ein Forschungs- 
stipendium der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenscha‘t 
gefordert; wir driicken unseren aufrichtigen Dank fir diese 
Unterstiitzung aus. 





*) In dem Parallelversuch ohne Substrat war das Enzym nach 
24 Stunden zerstért. 
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Beitrag zur Kenntnis des Plastins der Myxomyceten und seine 
vermutliche Alterung. 
Von 
Alexander Kiesel. 


(Aus dem Timiriaseff-Forschungsinstitut zu Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29. November 1927.) 


Der mit dem vor Jahren durch J. Reinke bei der che- 
mischen Untersuchung des Plasmodium von Fuligo varians 
eingefiihrten Namen Plastin von A. Kiesel bezeichnete albu- 
minoidartiger EiweiBkérper der Myxomyceten! * 3) ist, wie aus 
den Darlegungen des letzteren* ® *) deutlich zu folgen scheint, 
ein den tierischen Albuminoiden, sowie den Eigenschaften, als 
auch der Bedeutung als Skeletteiwei8 nach nahe verwandter 
Korper. 

Die Darstellung dieses KiweiBes, welches sich gleich tie- 
rischen Albuminoiden durch Unléslichkeit in den fiir andere 
KiweiBstoffe iiblichen Lésungsmitteln auszeichnet, in reinem 
oder wenigstens annihernd reinem Zustande, ist bis jetzt noch 
niemanden gelungen. Die Darstellungsart des Plastins nach 
Reinke’) durch Weglésen anderer Koérper, wobei das Plastin 
als unléslicher Rest nachblieb, von der auch W. Lepeschkin®) 
und N. I[wanow’) in ihren Untersuchungen in noch verein- 
fachter Art Gebrauch machten, fiihrte zu Priparaten, die, wie 
ausfiihrlich von A. Kiesel nachgewiesen werden konnte, neben 
anderen méglichen Beimengungen ein schwer hydrolysierbares 
unlésliches Polysaccharid, das Myxoglucosan, und gréBere 
Mengen von Glykogen einschlossen. Die Beimengung des letz- 
teren war iibrigens schon durch die Untersuchung von O. Loew?) 
sehr wahrscheinlich gemacht worden. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIII. 12 
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Eine andere Darstellungsart, die schon durch die Angaben 
von Reinke iiber die Léslichkeit des Plastins in stirkerer 
Lauge angedeutet war, wurde von A. Kiesel angewendet, wobei 
das durch verschieden kofzentrierte Lauge in Lésung gebrachte 
Plastin durch Ansiuren ausgefallt wurde. 

Die in letzter Art erhaltenen Priparate aus dem zuerst 
untersuchten Plasmodium von Reticularia lycoperdon wurden 
als ,,keinem Zerfalle unterlegenes“ Plastin angesprochen(}, S. 175). 
Der in den teilweise durch Auflésen in Alkali, teilweise anders- 
artig erhaltenen Priparaten des Plastins bestimmte oder be- 
rechnete Stickstoff, der nur wenig differierte (14,96°/,; 14,78°/,; 
14,70°/,; 14,69°/,; 14,75°/,), schien diese Vermutung zu be- 
kraftigen, wobei aber die Wahrscheinlichkeit eines in Wirk- 
lichkeit héheren, nur durch unentfernte stickstofffreie oder 
stickstoffarme Beimengungen in den Priparaten erniedrigten 
Stickstoffgehaltes betont wurde. Ein weiter gereinigtes, 15,75°,, 
Stickstoff enthaltendes Priparat wurde als ein ,,in schonendster 
Weise dargestelltes Plastin in reinster Form“ bezeichnet. 
Spater(4, S. 62) wurde die Reinheit auch dieses Priiparates 
durch einen Verdauungsversuch in Zweifel gebracht und die 
Beimengung von nicht entfernten, friiher aber nicht nach- 
weisbaren Polysaccharidmengen anscheinend  sichergestellt. 
Kine vollige Abtrennung und Entfernung von Kohlehydraten 
aus Plastinpraparaten wurde als noch nicht erreicht angegeben 
und zugleich der richtige Stickstoffgehalt des Plastins aus dem 
Plasmodium von Reticularia vermutlich auf etwa 17,3°/, geschitzt. 

In einer weiteren, den Eiweifstoffen des Plasmodiums von 
Fuligo varians gewidmeten Arbeit*) wurde von A. Kiesel einer- 
seits die Frage iiber die Méglichkeit entweder eines Gehaltes 
von nicht entfernten starken Beimengungen im entsprechen- 
den Plastinpraparat, oder eines proteidartigen Aufbaues des 
albuminoidartigen Plastins aufgestellt; andererseits wurde aber 
auch die Frage itiber die Unverinderlichkeit des Plastins bei 
seiner Darstellung durch Extraktion des vorbehandelten Plas- 
modiums mit n/2-Natronlauge hinzugefiigt. 

Die Lésung der erstgestellten Frage iiber die Individualitit 
der erhaltbaren Priparate des Plastins steht noch bevor. Es 
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scheint jedoch wahrscheinlicher zu sein, daB es sich um schwer 
entfernbare Beimengungen handeln muB, deren Lésungs- und 
Fallungsbedingungen nahe zu denen des Plastins liegen, weshalb 
sie wohl erst bei mehrfach wiederholter, vielleicht eine be- 
sondere Methodik erfordernder Ausfillung und Reinigung des 
Plastins entfernt werden kénnten. Dasselbe wurde schon 
friiher fiir das mit dem Plastin identisch gehaltene EKiweiB der 
Skelettsubstanz der reifen Fruchtkérper der Myxomyceten an- 
genommen(*, 8. 56 u. 58). Leider stellt die Beschaffung der 
ndtigen Mengen von Material der Lésung dieser Frage groBe 
Hindernisse. 

Was nun die zweitgestellte Frage betrifft, so wurde ver- 
mutet, daB das ,unvermeidlich lange Kinwirken der n/2-Lauge 
wohl kaum das Molekiil des nativen Plastins der Plasmodien 
ganz unberthrt lassen kénnte“, und dabei an die Verwandt- 
schaft des Plastins mit tierischen Albuminoiden erinnert, die 
ohne gewisse, oft starke Veriinderungen nicht in Lésung ge- 
bracht werden kénnen. Als Anzeichen der durch Natronlauge 
méglicherweise bewirkten Verinderungen im Plastinmolekiil 
wurde, auBer den Literaturangaben, einerseits auf die weiter 
unten angefiihrten Resultate der Untersuchung von Plastin 
aus drei verschiedenen Entwicklungsstadien von Lycogala epi- 
dendron®), andererseits auf die schon im Anfang der Plastin- 
untersuchung!) gefundene und neuerdings*) wieder bestitigte 
Verinderung der Léslichkeit des durch Natronlauge extrahierten 
und durch Siure ausgefillten Plastins verwiesen. 

Um unsere geringen Kenntnisse iiber den Aufbau des 
Plastins zu erweitern und um in bezug auf die beiden ge- 
stellten Fragen einige Anhaltspunkte zu gewinnen, wurde in 
vorliegender Arbeit eine vergleichende Untersuchung von Plastin- 
praparaten verschiedener Herkunft und verschiedener Dar- 
stellungsweise vorgenommen, wobei die bei der Saurehydrolyse 
entstandenen Produkte und Stickstofformen, soweit die ge- 
ringen Mengen der erhaltenen Plastinpriparate es erlaubten, 
bestimmt werden sollten. Die erhaltenen Resultate sind aber bei 
weitem noch nicht geniigend, um volle Aufklirung iiber die ver- 


schiedenen, das Plastinmolekiil betreffenden Fragen zu verschaften. 
13° 
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Fiir die beabsichtigte vergleichende Untersuchung wurden 
folgende Plastinpriparate verwendet: 

1. Plastin aus den eben auf die Oberflaiche von Baum- 
stiimpfen herausgekommenen hellroten Kugeln mit ganz diinnem 
Oberhautchen und fliissigem Inhalt des Plasmodiums von 
Lycogala epidendron. Zur Darstellung des Plastins wurde der 
fliissige Inhalt der Kugeln nach Durchstechen des Hautchens 
durch leichten Druck herausgedriickt und in 95°/, igen Alkohol 
gebracht. Nach Entwisserung im Vakuum und Entfettung 
wurde das Material erschépfend mit Wasser und n/32-Natron- 
lauge extrahiert und das Plastin aus dem Riickstande durch 
n/2-Natronlauge bei Zimmertemperatur in Loésung gebracht. 
Die filtrierte Liésung schied beim Ansiuern das Plastin als 
flockigen Niederschlag ab, der nach Auswaschen mit Wasser 
in itiblicher Weise mit Alkohol entwiissert, aus absolutem Al- 
kohol im Vakuum iiber Schwefelsiiure getrocknet und als 
gelblich-graues Pulver erhalten wurde. 

Ungelést blieben dabei nur 0,56°/,*) des urspriinglichen 
Plasmodiums. Das Plastin war nur in der zuletzt verwendeten 
n/2-Natronlaugelésung enthalten. 

2. Plastin aus eben auf die Oberfliche herausgetretenen, 
mit ganz diinner weiBer Oberhaut versehenen Plasmodienmassen 
von Reticularia lycoperdon, die gleich beim Kinsammeln ohne 
Abtrennung des QOberhiutchens in 95°/, Alkohol gebracht 
wurden. Nach erschépfender Extraktion des entwiisserten und 
entfetteten Materials mit Wasser und n/45-Natronlauge wurde 
aus dem verbliebenen Reste das Plastin mit n/4-Natronlauge 
herausgelést und aus der filtrierten Lésung durch Ansiuren 
abgeschieden. Das entwisserte und im Vakuum getrocknete 
Plastinpriparat stellte ein grauweiBes Pulver vor. 

Ungelést blieben 2,27°/,**) des anfinglichen Plasmodium. 

3. Das schon friher’) untersuchte Plastin aus zusammen- 
geflossenen, mit einem eben gebildeten diinnen, nassen calcium- 





*) Davon 58,2°/, Myxoglucosan. 

**) Davon 72,3°/, Myxoglucosan und 15,4°/, EiweiB. Durch lingere 
Kinwirkung von heiBer 10°/,iger Natronlauge konnte das Myxoglucosan 
in annihernd reinem Zustande erhalten werden (2,2°/, Beimengungen). 
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carbonatreichen Hiutchen versehenen Plasmodien von Fuligo 
varians. Das Plastin wurde aus dem entwisserten und ent- 
fetteten Material, nach Extraktion des letzten mit eine dem 
Calciumcarbonat entsprechende Menge Salzsiiure enthaitendem 
Wasser und n/32-Natronlauge, durch Auflésen in n/2-Natron- 
lauge und Ausfallen aus der filtrierten Liésung durch An- 
siuren erhalten. Nach iiblichem Entwiissern bildete es ein 
graugelbes Pulver. 


Ungeldst blieben dabei3,09°/, des anfanglichen Plasmodiums. 

Die fritheren Angaben iiber dieses Plastinpraparat wurden 
zum Teil erginzt, zum Teil berichtigt. 

Neben diesen Plastinpriparaten, die aus jungen echten 
Plasmodien erhalten wurden, kamen Plastinpriiparate zur Unter- 
suchung, die aus zwei spiteren Entwicklungsstadien von Lyco- 
gala epidendron erhalten wurden. Hier hatte man es nicht 
mehr mit Plasmodien, sondern mit unreifen Fruchtkérpern zu 
tun, wobei im ersten Stadium der Inhalt der Fruchtkérper 
noch keine Anzeichen einer Sporenbildung, im zweiten dagegen 
eine anfaingliche Sporendifferenzierung aufwies. 


Die Siiurespaltung, die Verarbeitung der Hydrolysenlésung und die 
einzelnen Bestimmungen wurden im allgemeinen nach der schon friiher 
angegebenen Art ausgefiihrt*), wobei die Resultate immer auf das nach 
Trocknen bei 108—110° bestimmte Trockengewicht berechnet wurden. 
Zine nihere Beschreibung dieser Verfahren kann deshalb unterlassen 
werden. Es wiire ausreichend, hier in Kiirze nur die Berechnungsarten 
fiir einige der Spaltungsprodukte anzudeuten. 

Tryptophan, T'yrosin und Histidin wurden colorimetrisch bestimmt. 
Die Cystinmenge wurde aus dem Schwefelgehalt berechnet. Die Lysin- 
menge wurde aus dem Stickstoffgehalte der in tiblicher Weise zerlegten 
Phosphorwolframsiurefiillung nach Abtrennung der Huminstoffe, des 
Ammoniaks und der Histidin-Argininfraktion bestimmt. Das Prolin 
wurde aus dem nicht-Aminostickstoff der Aminos&urefraktion herechnet, 
Die Monoaminosiiuren wurden unter der etwas willkiirlichen Annahme 
eines mittleren Stickstoffgehaltes von 12°/, berechnet. Die Argininmenge 
wurde aus dem bei Einwirkung von konzentrierter Kalilauge auf die in 
der Histidin—Argininfraktion enthaltenen Substanzen bei 6 stiindigem 
Kochen abgespaltenen Ammoniak berechnet. 


Da die Untersuchung der einerseits aus Plasmodienmassen, 
andererseits aus unreifen Fruchtkérpern erhaltenen Plastin- 
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praparate verschiedene Ziele hatte und erwartungsgemiB auch: 
direkt ganz unvergleichbare Zahlen ergab, sind die Resultate 
in zwei einzelnen Tabellen zusammengestellt, deren Inhalt ge- 
trennt behandelt werden soll. 


Plastin aus Plasmodien. 


Wenn wir zuerst von der Vorstellung ausgehen wollen. 
daB die durch Alkaliextraktion erhaltenen Plastinpraparate aus 
Plasmodien, wenn auch unrein und intramolekuliar vielleich: 
verindert, doch noch aus heilen, hydrolytisch durch Alkali 
nicht gespaltenen Molekiilen des nativen Plastins bestehen, so 
wire wohl die erste Frage, die man sich stellen miifte, ob 
das Plastin verschiedener Objekte ein und denselben Kérper 
vorstellt. 

Abgesehen von dem bis auf iiber 11/,°/, abweichenden 
Stickstoffgehalt der Priparate (s, Tab. TD, der ja durch ver- 
schiedene Mengen stickstofffreier Beimengungen mehr oder 
weniger erniedrigt sein konnte, was ja auch durch die starke 
Differenz in der Menge der bei den Hydrolysen ungelésten, 
vermutlich dabei durch Kondensationsprozesse zwischen stick- 
stofffreien und stickstoffhaltigen Produkten neugebildeten humin- 
artigen Resten sehr wahrscheinlich gemacht wird, ist fiir die 
einzeln bestimmten Spaltungsprodukte bald eine ziemlich nahe 
Ubereinstimmung (Arginin, Tyrosin, Histidin, Lysin, Prolin’, 
bald eine die méglichen Fehlergrenzen iibersteigende Differenz 
(Tryptophan, Monoaminosiuren) zu vermerken, ohne daf dabei 
ein sichtbares Verhiltnis zu dem Stickstoffgehalt, zu dem un- 
léslichen huminartigen Rest der Hydrolyse oder zu der Kon- 
zentration der beim Erhalten der Plastinpriparate angewendeten 
Natronlauge zu entdecken wire. So ist gerade bei dem stick- 
stoffirmsten Plastinpriparat von Lycogala epidendron, bei 
niedrigstem Tryptophangehalt, der héchste Arginingehalt ge- 
funden worden, und bei dem stickstoffreichsten Plastinpraparat 
aus Reticularia lycoperdon, trotz der hier doppelt so niedrigen 
Konzentration der beim Extrahieren des Plastins verwendeten 
Natronlauge, bei héchstem Tyrosin- und Tryptophangehalt der 
niedrigste Arginingehalt konstatiert worden. Ebenso unerklirt 
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Tabelle I. 
lneuie Fuligo Raledode 
epidendron | varians ‘i aanenan 
Extrahiert mit Natronlauge n/2 n/2 n/4 
Ausbeute in °/, des Plasmodium 13,36 9,14 10,8 
In °/, des Plastins 
Stickstoff 13,58 14,93 15,22 
Phosphor 0,12 0,11 0,12**) 
Schwefel 0,38 0,29 0,15 **) 
Siurehydrolyse: 
Ungeléster Riickstand . 12,81 5,21 6,12 
Stickstoff desselben 0,94 0,53 0,59 
Stickstoff der seein a 
stoffe . a 1,59 2,21 a 
Stickstoff des Deneeiiie 0,35 0,18 o- 
je der menatainictail 
fraktion . . . See ae 3,28 3,84 3,43 
NH,- Stickstoff dee Histidin- 
Argininfraktion ca 1,28 1,44 1,67 
Stickstoff der Lysinfraktion . 1,06 1,00 — 
», Monaminosiuren- 
U. ”Lysinfraktion , 9,32 7,15*) 8,97 
NH,-Stickstoff der indian 
siiuren- u. Lysinfraktion . 7,76 5,72 *) 7,27 
Stickstoff des Prolins . 1,56 1,43*) 1,70 
Histidin . 1,0 1,08 — 
Arginin . 6,78 6,42 6,34 
Tyrosin . 1,14 1,16 1,35 
Lysin . 5,53 5,22 4,5*" 
Tryptophan 0,62 1,81 2,58 
Prolin 12,82 11,75 13,9 
Cystin 1,47 1,12 — 
Monaminosijuren . 69,0 51,25 67,60 


) Mittelzablen. 











**) Die bei friiheren Untersuchungen bestimmte Zahlen waren hoher: 


Phosphor 0,23—0,27°/,, Schwefel von 0,9—1,47°/). 


Auf die mégliche 


Beimengung anderer schwefelhaltiger Substanzen wurde schon damals 


hingewiesen (*), S. 61). 


**) Durch Bestimmung des langsam reagierenden NH,-N nach 


van Slyke ermittelt (30 Min.). 
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bleibt dabei auch die aus der Reihe fallende Menge der Mon. 
aminosiuren fir das Plastinpraparat aus Fuligo varians. 

Somit ist weder durch Umrechnen auf gleichen Stickstoff- 
gehalt, noch dadurch, daB wir die, den Betrag der resultieren- 
den Spaltungsprodukte waihrend der Hydrolyse méglicherweise 
erniedrigende Kinwirkung der vermutlich kohlehydratartigen 
Beimengungen in Betracht ziehen, eine geniigend iberein- 
stimmende Zusammensetzung der verschiedenen Plastine zu 
ersehen. Endlich wird an den gefundenen Tatsachen auch 
nichts geindert, wenn wir doch die Méglichkeit einer stirker zer- 
stérender Einwirkung der konzentrierten Natronlange beachten. 

Freilich ist die ,GréBenordnung“ des Gehaltes an ver- 
schiedenen Spaltungsprodukten die gleiche. Daraus kénnte 
man aber nur auf eine nahere Verwandtschaft, jedoch nicht 
auf eine Identitat der verschiedenen Plastine schlieBen, es sei 
denn, daB unvorgesehene, unbekannte Vorginge im Prozesse 
der Verarbeitung stattgefunden haben, die eine vollkommene 
Entstaltung der Resultate bewirkten. 

Wenn wir aber jetzt die Unveriinderlichkeit des nativen 
Plastins bei seinem Auflésen in Alkalilésung in Frage stellen, 
so muB zu allererst eine physikalische Verinderung als sicher- 
gestellt angenommen werden, die sich deutlich in der ver- 
‘inderten Léslichkeit kennzeichnete: zur Neuauflésung der 
Plastinpriparate gentigte eine viel geringere Konzentration der 
Natronlaugelésung. Auch bildete sich erst bei voller Neutrali- 
sation der zum Auflésen des Plastins verwendeten Natronlauge 
durch Saure eine sich nicht mehr auflésende flockige Ausfallung 
des Plastins. Beim Anwenden von Salzsiure fiel dieser Augen- 
blick dabei mit dem Blauwerden von Congopapier zusammen. 

Es kénnte sich hier vielleicht um gewisse mehr chemische, 
als physikalische Desaggregationserscheinungen handeln, die 
einigermaBen den Desaggregationserscheinungen im Sinne yon 
M. Bergmann’) entsprechen.*) Weiterhin kénnten auch ge- 
wisse Umlagerungserscheinungen im grofen Hiwei8molekiil an- 
genommen werden, die die bezeichnete gréfere Lislichkeit des 





*) Ein Nachweis der erforderlichen Reversibilitit war nicht zu er- 
bringen. 
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Plastins zur Folge haben. Einen Teil dieser Umlagerungen 
wirden wohl die von Kossel und WeiB™) entdeckten und 
von Dakin!) niher studierten, durch Alkaliwirkung bedingten 
Racemisationsvorginge im Molekiil des EiweiBes bilden. 

Kine weitere Stufe der méglichen Verinderung des nativen 
Plastins miBte dann schon in einer schwachen Hydrolyse liegen, 
bei der wohl zuerst die gegen Alkali empfindlichsten Gruppen 
in Mitleidenschaft genommen werden. Einen wichtigen Teil 
dieser Gruppen bilden ohne Zweifel die Arginingruppen, welche 
von dem im HiweifSmolekiil freien Guanidinende bei Alkali- 
einwirkung leicht Harnstoff abspalten kénnen.!!) Selbstver- 
stindlich miiBte diese Abspaltung durch Stickstoffverarmung 
des EKiweiBstofies begleitet werden. Die Bestimmung der Ar- 
giningruppen mu8 deshalb als eins der wichtigsten Hilfsmittel 
betrachtet werden, das uns eine anfiangliche Hydrolyse und 
Zerfall des Eiwei8molekiils durch Alkali in einfachster Weise 
anzeigen kénnte. 

Stirkere Lauge (n/2) muBte in dieser Hinsicht einen gréBeren 
KinfluB ausiiben als eine schwiichere (n/4). Fiir diese Art der 
Veranderung des nativen Plastins fehlen uns aber unter den 
genannten Bedingungen der Plastindarstellung aus Plasmodien 
die nétigen Anhaltspunkte, da gerade bei geringerer Alkali- 
konzentration ein niedrigerer Arginingehalt aufgefunden wurde. 
Der ziemlich hohe Arginingehalt in allen drei untersuchten 
Praiparaten widerspricht iibrigens ebenfalls der Annahme einer 
derartigen Verinderung, wenigstens in ausgedehntem und in 
Betracht kommendem MaBe. Bei anderen Bedingungen (siehe 
unten) ist diese Art der Verinderung jedoch héchst wahr- 
scheinlich. 

Kine anfingliche Hydrolyse der Plastine durch Alkali 
konnte freilich weiter auch in der Abspaltung endstindiger 
einzelner Aminosiiuren oder kleinerer Komplexe von Amino- 
sfuren bestehen. Die Méglichkeit einer derartigen Verinde- 
rung des nativen Plastins bei der Darstellung der Plastin- 
praparate kann weder abgestritten, noch nachgewiesen werden. 
Unter Einwirkung von stiirkerem Alkali scheint eine derartige 
Verinderung aber sehr méglich zu sein (siehe unten). 
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Endlich kann man sich die anfaingliche Spaltung des na- 
tiven Plastins durch Alkali als Spaltung inmitten des Kiweib- 
molekils unter Bildung von mehreren gréBeren Komplexen 
vorstellen. Im letzten Falle hitten wir einen ProzeB vor uns, 
der, grob genommen, den schon erwahnten Desaggregations- 
erscheinungen in bezug auf Molekiilverkleinerung nahe kommt, 
wobei aber die gebildeten kleineren Komplexe wohl verschiede:: 
ausfallen wiirden. Wir haben jedoch keine sichtbaren An- 
zeichen, um fiir die drei untersuchten Plastinpraparate eine 
derartige Entstehungsart aus dem nativen Plastin anzunehmen. 

Somit haben wir es bei der beschriebenen Darstellungs- 
weise der Plastinpriparate aus Plasmodien, aufer einer un- 
zweifelhaften Anderung der physikalischen Kigenschaften, mig- 
licherweise auch mit gewissen chemischen Veranderungen zu 
tun, die vielleicht in starken intramolekularen Umlagerungen. 
Desaggregierungen und Abspaltung kleinerer Gruppen, jedocl: 
nicht in einem tiefen Zerfall des Molekiils bestehen. Die 
Untersuchung der nach Méglichkeit gereinigten Plastinprapa- 
rate, statt des so schwer zugiinglichen reinen nativen Plastins, 
scheint trotz aller Mangel doch imstande zu sein, uns zu 
einer gewissen Erkenntnis dieses so interessanten Kérpers zu 
bringen. 


Das Plastin wihrend der Reifung des Fruchtkérpers 
und die Alterungserscheinung. 


Wenden wir uns jetzt den Resultaten zu, welche bei der 
Untersuchung der Plastinpriparate aus zwei dlteren Entwick- 
lungsstadien von Lycogala epidendron, d. bh. aus unreifen Frucht- 
kérpern, erhalten worden sind, und vergleichen wir diese mit 
denen der Untersuchung des Plastinpraparates aus dem Plas- 
modium desselben Objektes. Die betreffenden Plastinpraiparate 
wurden bei gleicher Vorbehandlung des mitsamt der Frucht- 
kérperwandung fein gepulverten Materials hergestellt. 

Wahrend das Plastin aus den Plasmodien sich ziemlicl 
leicht mit n/2-Natronlauge herausliste, geniigte diese Konzen- 
tration nicht, um das Plastin aus dem Material der Altere: 
Entwicklungsstadien herauszulésen. 4—-5°/,ige, also etwa doppelt 
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so starke Natronlauge léste das Plastin aber auch hier auf, 
wobei die Auflésung fiir das altere Stadium deutlich langsamer 
als fir das jiingere erfolgte, demnach also eine lingere EKin- 
wirkung erforderte. 

Bei dieser Behandlung blieben verschiedene Mengen des 
Ausgangsmaterials ungelést zuriick, die folgendes Gewicht und 
Zusammensetzung hatten (Tab. I). 


Tabelle Il. 





| 
| 
| 
| 


sta, | x28 : Glykogen(?)*) 
sg % ie | Myxoglucosan *) (Spaltbar durch 
ws bp: E a 2°/,ige HCl) 
oa. . t. .. . eo 4 te a 
Lf Ss] O:5 Jin °/, des in °/, des fin °/, des in °/, des 
Em EF) =) Riick- Ausgangs-| Riick- | Ausgangs- 
StU S ~~ | standes materials | standes materials 
Plasmodium 05) — | 5824 | ogo) | — | — 
| 
1. Stadium d. | 
Fruchtkérper| 7,44 ]11,8 | 50,53 | 3,76 212 | 1,58 
ll. Stadium d. | 
Fruchtkérper] 9,2 |17,45] 56,00 | 5,15 7,44 0,68 














Auf Grund der verschiedenen Resistenz bei der Auflésung 
erscheint es sehr verlockend, die mit dem Alter ansteigende 
Schwierigkeit der Auflésung des Plastins in Natronlauge mit 
den fiir die tierischen Albuminoide so charakteristischen Alte- 
rungserscheinungen in Verbindung zu bringen, die wabrschein- 
lich durch gewisse Umgruppierungen im Molekiil, vielleicht 
auch durch eine Art von Aggregationserscheinungen hervor- 
gerufen werden. 

Wenn in dem angegebenen Verhalten wirklich eine Alte- 
rungserscheinung des Plastins vorliegt — was héchst wahr- 
scheinlich ist, aber bei der fiir solche aufsehenerregende 
SchluBfolgerungen gebotenen Vorsicht erst durch die sorg- 


*) Bei Hydrolyse wurde in beiden Fallen als Spaltungsprodukt 
Glucose erhalten, die als Phenylozazon vom Schmelzp. 205,5—208,5° 
identifiziert wurde. 

**) Der niedrige Myxoglucosangehalt war durch die Entfernung der 
Fruchtkérperwandung bedingt. 


en 
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faltigste Nachpriifung der Identitéat der nativen KiweiBkérper 
fir festgestellt gelten kann —, so kénnte das Altern des 
SkeletteiweiBes — einstweilen kénnen wir nur von diesen Ki- 
weiBstoffen reden -— wohl als einer der normalen zum natiir- 
lichen Absterben fiihrenden Vorgiinge in der Entwicklung der 
Organismen angesehen werden, gleichgiiltig, ob es sich um 
kurzlebige Formen, wie Myxomyceten, oder langlebige Formen, 
wie manche mehrere Hundert von Jahren lebende Tiere handelt. 
Das Altern der betreffenden Eiwei8stoffe muB eben in engster 
Beziehung zur Lebensdauer der Organismen stehen und sehr 
verschiedene Zeit dauern. 

Die nétige Entscheidung iiber die Identitiit des nativen 
Plastins im Plasmodium und in unreifen Fruchtkérpern st6Bt 
jedoch auf groBe Schwierigkeiten. Wie schon gesagt, ist reines 
natives Plastin fiir uns unzuginglich; die durch Extraktion 
mit stirkerer Lauge erhaltenen Plastinpriparate bringen aber 
die Gefahr einer weitgehenden chemischen Verainderung und 
Spaltung mit sich. Dieses scheint auch einigermafen aus den 
weiter mitgeteilten Resultaten der Saiurespaltung der Plastin- 
praiparate aus verschiedenen Entwicklungsstadien von Lycogala 
epidendron zu folgen. 

Im Gegensatz zu der oben angefiihrten vergleichenden 
Untersuchung der Plastinpriparate aus Plasmodien verschie- 
dener Arten von Schleimpilzen, gab die Untersuchung der 
Plastinpriparate derselben Art, jedoch verschiedenen Alters, 
ganz unvergleichbare, stark differierende, schwankende und 
unsichere Resultate (Tab. IID). 

Die stark abfallende Ausbeute bei Umfallungen ist zu- 
allererst ein wichtiges Kennzeichen fir stattfindende Spaltungen 
bei Kinwirkung von starkem Alkali. 

Die Menge der Arginingruppen bildet, wie schon gesagt, 
ein besonders geeignetes Merkmal fir die durch Lauge be- 
wirkten selbst anfinglichen Verinderungen von Eiweif. So 
finden wir auch, da’ das der Einwirkung von Natronlauge 
zum Auflésen weniger lange Zeit ausgesetzte Plastin des ersten 
Stadiums der Fruchtkérperreife einen merklich héheren Arginin- 
gehalt aufweist, der seinerseits wieder stark gegen den im 
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Tabelle III. 









































= Unreife Fruchtkérper mit Skelett _ 
Er Ohne Sporenanlage | Mit Sporenanlage 
| * (Erstes Stadium) | (Zweites Stadium) 
| A Extrahiert mit Extrahiert mit °/,n-NaOQH | + 
} s 5/, n-NaOQH | Umgefillt aus n-NaOH bs im 
| S | — \umpefalit, .-—«-—S—«| Wiederholte | .2 
E -~,% | Umfillung = a 
a | | aus oa 
| = _n-NaOH | | n/24-NaOH | 5 
lusbouten in °/, des | 
en . 113,36 | 14,68 6,09 15,0 11,6 13,22 
| In °/, der Plastinpriparate 
fckstoff . . . . ./18,58] 12,4 | 11,44) | 11,47 | 11,57 (11,02 
osphor . . . . .] 0,12 0,45 | 0,82 | 0,70 | pats | — 
wefel . . . . ./| O38] 056 | —~- | — | — | — 
urehydrolyse: | | | 
UngelésterRiickstand | 12,81 — ~~ | —- 38,2 24,85 
Stickstoff desselben . | 0,94 — | — — | 3,22 | — 
Stickstoff d. Histidin- | | | | 
Argininfraktion .]| 3,28 lt ie | 2,00 2,09 1,33 
NH, - Stickstoff der | | | 
Histidin - Arginin- | | 
(ia... . 1,28 — | — | 0,75 0,54 | 0,54 
Stickstoff der Mon- | | | 
aminosiuren- und | | | 
) Lysinfraktion . . | 9,32 — | = | 3,75 | 4,37 | 5,25 
NH, - Stickstoff der | | | 
Monaminosauren- | | | 
u. Lysinfraktion . | 7,76 — 3,89 | 3,19 | 3,16 | 3,92 
Stickstoff des Prolins | 1,56] — ia 0,56 1,21 | 1,83 
Histidin . . . .| 1,0 ae 071 | 066 ; — | 0,43 
Arginn . . . .| 6,78] — 4,41) | ae 297 | 2,65 
Tyron . . . «| 414) — 1,14 1,04 a | 0,24 
lee. « . . see OL _ 1,88*) | 1,77*) 
Prolin. . . ..412821 — | — | 4,6 | 9,94 10,93 
Monaminosiuren . | 69,0 —- | — — | 884 40,9 














*) Durch Bestimmung des langsam nach van Slyke reagierenden 
NH,-N ermittelt. 

**) Bei linger dauernder Einwirkung von n-Natronlauge wurden 
11,14°/, Stickstoff gefunden. 

**) In einem durch Extraktion des Materials mit n-Natronlauge er- 
haltenen Plastinpriiparat wurden 4,55°/, Arginin bestimmt. 
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Plasmodium gefundenen Arginingehalt zuriicktritt. AuBer dem 
Arginin ist aber auch die Menge der anderen Spaltungsprodukte 
in jedem Falle sehr verschieden. 

Eine andere, vielleicht noch mehr als die einfache Alkali- 
wirkung bei Darstellung der Plastinpriparate ins Gewicht fallende 
Ursache der Unvergleichbarkeit der Resultate ist die groBe 
Menge des bei der Saurehydrolyse zuriickgebliebenen Riick- 
standes, der einerseits die neu wihrend der Hydrolyse gebil- 
deten Huminstoffe, andererseits aber auch Uberreste des nicht 
gelésten Plastins in Form von schwer weiter spaltbaren kom- 
plexen Molekiilteilen enthalten konnte, da die Hydrolysenzeit 
iiberall die gleiche war und nicht nach der Auflésung der 
Plastinpraparate reguliert wurde. Bekanntlich ist aber die zur 
volligen Hydrolyse notwendige Zeit stark von der Resistenz 
der Eiweifkérper gegen Séurewirkung abhingig. Der an- 
naihernd gleiche Stickstoffgehalt in allen aus unreifen Frucht- 
kérpern erhaltenen Plastinpriparaten zwingt uns dazu, gerade 
der unvollstindigen Hydrolyse einen nicht zu unterschitzenden 
EinfluB auf die Resultate zuzuschreiben. 

Somit sind die in angefiihrter Weise erhaltenen Zahlen 
fiir irgendwelche SchluBfolgerungen iiber die im Grunde ge- 
nommene Identitit des nativen Plastins im Plasmodium und 
in unreifen Fruchtkérpern vollkommen wertlos und zeigen uns 
nur an, mit welchen Hindernissen die geplante vergleichende 
Untersuchung verkniipft ist. Wir wollen deshalb nicht weiter 
auf die in der Tab. III angefiihrten, schwer zu behandelnden 
Zahlen eingehen. 

Die Entscheidung der so interessanten Frage, die eine 
Aufklirung fiir unsere Vorstellungen tiber das Altern von 
Organismen verspricht, mu8 eben auf andere Weise erfolgen. 
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Vergleichende Untersuchungen 
iiber den Co-Zymasebedarf der Hefe 
bei der Vergairung von Hexose-mono-phosphorsdure 


und Hexose-di-phosphorsadure. 
Von 


Alfred Gottschalk. 


(Aus der Chemischen Abteilung des Stadtischen Krankenhauses Stettin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 1. Dezember 1927.) 


In einer friiheren Mitteilung}) konnte in Ubereinstimmung 
mit Meyerhof*?) und Euler®*) dargetan werden, daB der 
Ester der Hexose-di-phosphorséure zur Vergirung nur einer 
geringfiigigen Menge von Co-Zymase bedarf, und weiterhin 
wurde gezeigt, daB diese Quantitit hinreicht, um die Aldehyd- 
mutase der Hefe kriiftig zu aktivieren. Im Hinblick auf 
die Bedeutung, die neuerdings dem von Robison‘) aus 
dem Giargute isolierten Hexose-mono-phosphorsiure-ester als 
Durchgangsstufe bei der Vergirung von KH durch Hefe 
beigemessen wird, wurden Untersuchungen zur Beantwortung 
der Frage angestellt, in welchem Ausmafe der Robison- 


1) A. Gottschalk, Diese Zs. Bd. 170, S. 264 (1927). 

”) O. Meyerhof, Biochem. Zs. Bd. 183, S. 176 (1927). 

8) H. v. Euler u. K. Myrbiick, Diese Zs, Bd. 167, S. 236 
(1927). 

*) R. Robison, Biochem. Journ. Bd. 16, S. 809 (1922). 
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sche Mono-ester im Vergleich zum Hexose-di-phosphat bei 
seiner Vergirung durch Hefe die Anwesenheit von Co-Zymase 
erfordert. 

Aus den in der Tabelle angefiihrten Versuchen ergibt sich, 
daB der Hexose-mono-phosphorsiure-ester zu seiner 
Vergirung gréBerer Mengen von Co-zymase bedarf 
als der Harden-Youngsche Ester, jedoch geringerer 
Mengen als die Gleichgewichtsglucose. 

Dieses Ergebnis erscheint deshalb von besonderem Inter- 
esse, weil es den Schluf erlaubt, daB der Robisonsche Mono- 
ester in der hier benutzten Form nicht die Durchgangsstufe 
bei der Vergiirung des Hexose-di-phosphorsiéure-esters sein 
kann. Erfaihrt doch der Di-ester eine Vergiirung bei An- 
wesenheit so geringfiigiger Co-Zymasemengen, die zur Ver- 
girung des Monoesters nicht ausreichen. Gegen die Annahme 
des Robisonschen Esters als unmittelbarer Zwischenstufe des 
Abbaues von Hexose-di-phosphorsiiure scheint ja auch die 
Tatsache zn sprechen, da8 der Robisonsche Ester vornehm- 
lich ein Glucosederivat, der Ester der Harden-  Youngschen 
Saéure ein Fructosederivat ist. Man wird sich vorstellen diirfen, 
daB die Hexose-di-phosphorsiure deshalb auch von sehr co- 
zymasearmen Hefezubereitungen. vergoren werden kann, weil 
die durch Phosphatasewirkung aus diesem Ester iiber ein 
labiles Monophosphat (Fructose-mono-phosphorsiure?) ent- 
stehende Hexosemodifikation unmittelbar dem Angriff des- 
molytischer Fermente unterliegt, wihrend der Robisonsche 
Monoester gemiB der Meyerhofschen Formulierung!) in 
einer gekoppelten MReaktion umgesetzt wird, deren eine 
Reaktionskomponente reichlicherer Co-Zymasemengen bedarf, 
da es sich um die Anlagerung eines Phosphatmolekiils 
handelt. 


1) QO. Meyerhof u, K. Lohmann, Biochem. Zs. Bd. 185, S. 113 
(1927). 
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a) 0,17 g hexose-mono-phosphorsaures Na') 
2,0 cem Phosphatputter 
4,0 ccm aufgekochte und filtrierte Milch?’) 
0,5 g ausgewaschene Trockenunterhefe 
0,07 cem Toluol; in Eudiometerrohr bei 37° 
b) 0,21 g hexose-di-phosphorsaures Mg 
2,0 cem Phosphatpuffer 
weiter wie unter a) 
c) 0,10 lu 
2.0 Se eit Pa=6,5 
weiter wie unter a) 





a) 0,17 g hexose-mono-phosphorsaures Na 
5,0 eem Phosphatputfer 


0,4 g co-zymase-arme Trockenunterhefe 
0,06 eem Toluol; in Eudiometerrohr bei 37° 


b) 0,21 g hexose-di-phosphorsaures Mg ! —" 
es 


5,0 ecm Phosphatpuffer 
weiter wie unter a) 
c) 0,10 g Glucose niet 
5,0 eem Phosphatpuffer _ 
weiter wie unter a) 





a) 0,17 g hexose-mono-phosphorsaures Na 
2,5 cem Phosphatpuffer 
2,5 eem Hefekochsaft 
0,5 g co-zymase-arme Trockenunterhefe 
0,06 cem Toluol; in Eudiometerrohr bei 37° 


2,5 cem Phosphatpuffer 


PH = 6,5 


Pa=6,5 © 


Pu =6,0 


Pu =6,5 





j 
ad a 





4 


b) 0,21 g h -di-phosph M , 
) g hexose-di-phosphorsaures Mg Der 6,5 


weiter wie unter a) 


c) 0,10 g Glucose 7 
2,5 cem Phosphatpuffer Pu= 6,9 


weiter wie unter a) 


| 





8,2 


4,0 





6,4 


5,7 


10,8 


13 


1) Die Hexose-mono-phosphorsiure wurde nach dem von Neuberg u. Le 
witz [Biochem. Zs. Bd. 184, S, 489 (1927)] modifizierten Robisonschen Verfa 
als Bariumsalz gewonnen und aus diesem durch Umsetzung mittels Natriums 
die Na-Verbindung dargestellt. 

















} 
Vergleichende Untersuchungen iib. d. Co-Zymasebedarf d. Hefe usw. 187 
Beispiel 2 
ch ecm CQ, nach 
i gh | 94h | 4gh 1 | Qh | gh 4h 6h | 94h 4gh 
: a ~ — server = —roesersaneee A ETO I I - a SPN | = = - 
| | 

0 0 0 0 0 0 0 0 | 0 () 

1 5,8 7,6 2 a . 42} 55) 7.2 7,4 

0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 

| 

1} 35148 | 49) — io| — | SB) ea) 49 5,2 

94 | 11,8 11,5 — 5,4 — 8,2] 8,7 | 10,4 10,6 

Lt 24 8,1 80 7 a wee | ome oe 1,4 

§ 109 | 138 14,2 | 4,6 | 9,2 11,7 | 13,5 15,7 | 206 | 208 

4 10,4 | 185 | 138 | 4,6 | 821! 105] 133 14,7] 19,2 | 202 

sf «14,8 | 15,7 | 15,8 | 52 10,9 14,6 | 163 1841! 20,6 | 20,7 

| 

a *) Frische Kuhmilech wurde durch Zusatz weniger Tropfen verdiinnter Essig- 
rfaj 4nz schwach lackmussauer gemacht, aufgekocht, filtriert und das Filtrat 
msfugiert. Die iiberstehende, vom Milchfett befreite Fliissigkeit wurde als 

















ches Co-Zymasepriiparat benutzt. 
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Uber die Spaltung von Lichenin und Cellulose durch die 
Fermente des Gerstenmalzes. 


Von 


Hans Pringsheim und Karl Baur. 





(Aus dem chemischen Institut der Universitat Berlin.) *) 


(Der Redaktion zugegangen am 13. Dezember 1927.) 


Die nahe Beziehung zwischen dem Lichenin und der Cellu- 
lose kommt unter anderem dadurch zum Ausdruck, da8 diese 
beiden natiirlichen Polysaccharide durch dieselben Fermente 
hydrolytisch gespalten werden. Das Endprodukt dieser Spal- 
tung ist die Glucose, die jedoch nicht direkt aus den beiden 
Polysacchariden entsteht; die Reaktion beschreitet vielmehr 
einen Umweg iiber die auch beim acetolytischen Abbau ge- 
bildete Cellobiose, die ihrerseits durch ein Teilferment, die 
Cellobiase, in Glucose gespalten wird. Der Vorgang der 
fermentativen Spaltung von Lichenin und Cellulose schlieBt 
somit drei Teilreaktionen in sich, die Zerschlagung der Micellen 
der komplexen Polysaccharide in ihre Strukturmolekeln, welche 
als Glucoseanhydride erkannt wurden, die Synthese zur Cello- 
biose und den endlichen Abbau dieser zu Glucose. 

Die echte Cellulose wurde zum ersten Male vor 15 Jahren?) 
durch die Fermente der die Cellulose vergiirenden Bakterien 
enzymatisch abgebaut, wahrend die Spaltung des Lichenins 
durch die Fermente des Gerstenmalzes vor 4 Jahren beob- 
achtet worden ist.) Kingehend hat sich in den letzten Jahren 





') Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen wir 
fiir die Unterstiitzung dieser Arbeit unsern ehrerbietigsten Dank aus. 

*) H. Pringsheim, Diese Zs. Bd. 78, S. 266 (1912). 

8) H. Pringsheim u. K. Seifert, Diese Zs, Bd. 128, S, 284 (1928). 
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P. Karrer mit der Chemie der einschlagigen Enzyme des 
Darmsaftes der Weinbergschnecke beschaftigt.) 


I. 


In dem Bestreben, diese Enzymreaktionen genauer zu er- 
forschen, suchten wir uns zuerst in den Besitz einer energischer 
wirkenden Lichenase zu setzen, indem wir an Stelle des bisher 
stets in unserem Laboratorium verwandten Gerstendarrmalzes 
der Byk-Guldenwerke A.-G. Griinmalz der Malzerei Lichten- 
rade benutzten; doch war die damit erzielte Spaltung eine 
noch schwachere. Auch mit Roggen- und Weizengriinmalz, 
das wir uns selbst dargestellt haben, konnten wir keine so 
starke Spaltung wie mit dem Byk-Gulden-Darrmalz erzielen.*) . 

Da wir auf diesem Wege zu keinem wirksameren Ferment 
gelangen konnten, versuchten wir nach einem friiheren Vor- 
schlag die reduzierenden Bestandteile des Malzauszuges durch 
Vergiren mit Hefe zu entfernen, um so die langwierige Dialyse 
auszuschalten, durch die der Extrakt nicht nur verdiinnt wird, 
sondern auch ein Verlust an Fermenten durch Diffusion ein- 
treten kann. Die mit Hefe vergorenen Malzausziige zeigten 
jedoch eine wesentliche Schwichung der enzymatischen Wirk- 
samkeit. 

Der Versuch, die Teilfermente des enzymatischen Lichenin- 
abbaues, die Lichenase und die Cellobiase, nach den von 
R. Willstatter angegebenen kolloidchemischen Methoden zu 
trennen, wurde in den letzten Jahren erfolgreich durchgefiihrt.*) 
Gestiitzt auf diese Beobachtungen versuchten wir nun die 
Anreicherung der licheninspaltenden Fermente. Wiahrend 
die Adsorption in den fritheren Versuchen*) mit Kaolin so 
gut wie quantitativ gewesen war, konnten wir mit diesem 





1) P. Karrer, Polymere Kohlenhydrate. Leipzig 1925. 

®) Vgl. hierzu P. Karrer, M. Staub, A. Weinhagen u. B. Joos 
Hely. Bd. 7, S. 148 (1924). 

8) H. Pringsheim u. A. Beiser, Biochem. Zs. Bd. 172, S. 411 
(1926). 

4) H. Pringsheim, A.Genin u. R. Perewosky, Biochem. Zs. 
Bd. 164, S. 117 (1925). 
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Kolloid héchstens 75°/, der beiden Fermente adsorbieren, 
besser gelang uns jedoch die Adsorption mit dem Aluminium- 
8-hydroxyd von R. Willstatter’) in saurer Lésung. Durch 
Elution in alkalischer Lésung gelang uns dann eine An- 
reicherung auf ungefahr das 2,3fache des urspriinglichen Malz- 
auszuges. 

Alle diese Spaltungen wurden mit der Bertrandschen 
Methode verfolgt und auf Glucose berechnet; durch besondere 
Versuche haben wir uns davon iiberzeugt, daB jeweils eine 
geniigende Menge Cellobiase gegenwirtig war, um die Spaltung 
der Cellobiose in Glucose zu garantieren. 


Il. 


Gelegentlich der ersten Versuche iiber die Hydrolyse des 
Lichenins durch Malzauszug wurde festgestellt, da die Spal- 
tung annihernd dem Gesetz der monomolekularen Reaktion 
folgt*), wihrend P. Karrer*) spiter darauf hinwies, da8 dies 
nur zu Anfang der Fall ist und die Kinetik auf ein lingeres Stiick 
nach der Schiitzschen Regel verliuft. Bei der eingehenden 
experimentellen Priifung dieser Frage sind wir zu. folgenden 
Resultaten gelangt: Zwei Momente miissen bei der Priifung des 
Reaktionsverlaufes beriicksichtigt werden, erstens der Reinigungs- 
zustand des verwandten Lichenins in der zum Spaltversuch ge- 
brauchten Lésung und zweitens ihr Alterungszustand. Wahrend 
wir zu unseren ersten Versuchen ein Lichenin Alterer Dar- 
stellungsart*) benutzten, verwandten wir spiter ein Lichenin- 
priparat, das entsprechend dem Vorschlage mit Beiser durch 
oftmaliges Zentrifugieren in heifer Loésung weitgehend von 
Verunreinigungen befreit war und im Gegensatz zu friheren 
Priparaten ein nicht mehr graues, sondern ein rein weiBes 
Pulver darstellte. Eine mehrere Wochen alte Lésung beider 
Priaparate zeigte einen Verlauf der Spaltungsreaktion, der selbst 
am Anfang nicht nach der monomolekularen Reaktion verlief, 





1) Chem. Ber. Bd. 58, S. 2448 (1925). 

?) H. Pringsheim u. K. Seifert, Diese Zs, Bd. 128, S, 284 (1923). 
5) Helv. Bd. 6, S. 805 (1928). 

*) Diese Zs. Bd. 137, 8. 265 (1924). 
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sondern dauernd einen wesentlich schnelleren Abfall der 
Reaktionsgeschwindigkeit aufwies. Die durch Erwirmen ent- 
alterte Lésung des grauen Lichenins jedoch folgte der Ordnung 
der monomolekularen Reaktion bis zu etwa 30°/,iger, die des 
reineren Lichenins bis zu etwa 60°/,iger Spaltung. Da ober- 
halb letzterer Grenze, wie ja auch bei anderen Fermenten 
mit einer Hemmung durch das Spaltprodukt, in diesem Falle 
die Glucose, zu rechnen ist, so schlieBt sich die Kinetik der 
Licheninspaltung unter optimalen Bedingungen dem Verlauf 
der Reaktionskinetik der meisten Disaccharasen an. In einer 
besonderen Versuchsreihe bestitigten wir dies auch fiir die 
Gerstencellobiase. 

In seinen Versuchen iiber die Lichenin spaltenden Fermente 
des Helixsaftes hat Karrer angegeben, daB zwischen Enzym- 
menge und Spaltungszeit nicht umgekehrte Proportionalitit be- 
stehe, sondern daB im Beginne des Licheninabbaues zwischen 
10- und 40°/, iger Spaltung die doppelte Enzymmenge etwa das 
1,45fache desjenigen Reservecelluloseanteils zerlegt, den die ein- 
fache Fermentmenge in derselben Zeit abbaut. Auch hier trat in 
unseren Versuchen ein wesentlicher Unterschied zwischen den 
beiden Licheninpraparaten und ihrem verschiedenen Verteilungs- 
zustand im Wasser zutage. Bei einer gealterten Lésung des 
grauen Lichenins fanden wir ein konstantes Verhiltnis der 
gespaltenen Licheninmenge bei einfacher und doppelter Ferment- 
konzentration, das auf den Faktor 1,24 recht gut stimmende 
Werte bis zu hohen Spaltungsprozenten ergab, dagegen wirkte 
sich die Verdoppelung der Fermentmenge bei dem gereinigten 
Lichenin in gealtertem Zustande energischer aus, ohne aber 
zu einem konstanten Faktor zu fiihren. Beriicksichtigt man 
jedoch die entalterten Licheninlésungen, so entspricht bei dem 
grauen Lichenin einer Verdoppelung der Fermentmenge eine 
Verdoppelung der Spaltungsgeschwindigkeit allerdings nur am 
Anfang des Reaktionsverlaufes bis zu etwa 30°/,iger Glucose- 
bildung, bei der entalterten Liésung des reineren Lichenins 
tritt diese GesetzmiBbigkeit wesentlich deutlicher zutage, bis 
etwa zur 60°/,igen Spaltung. Da, wie wir festgestellt haben, 
bei der Cellobiosespaltung doppelte Fermentmenge Verdoppelung 


sn 
; 
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der Spaltungsgeschwindigkeit zur Folge hat, so kann die 
Berechnung der Lichenasekonzentration von zwei zu _ver- 
gleichenden Lichenaselésungen auf den fiir die meisten Di- 
saccharasen giiltigen einfachen Prinzipien, nimlich Kinetik der 
Spaltung entsprechend der monomolekularen Reaktion und 
Verdoppelung der Fermentmenge = verdoppelte Spaltungs- 
geschwindigkeit, aufgebaut werden. Es seien z. B. die Kon- 
zentrationen zweier Fermentlésungen 1 und 2 miteinander zu 
vergleichen und es gabe 1 nach 8 Stunden eine 28,2°/,ige 
Spaltung und 2 eine solche von 50,2°/, schon nach 2 Stunden 
entsprechend unseren Versuchen. 

Da die Spaltungsgeschwindigkeiten proportional den 
Fermentkonzentrationen sind, so ist: 

ky Mg 


. . ral 15,14 
—* — —* jin diesem Falle = REP as 


k, m, 7 8,4. 


Die Enzymkonzentration von 2 wire demnach 8,4 mal gréBer 
als von 1, wihrend in Wirklichkeit von 1 die 8 fache Ferment- 
menge angewandt worden ist. 

Der Wichtigkeit unserer Beobachtung haben wir dadurch 
Rechnung getragen, daB wir die kinetischen Versuche mit 
einem Licheninpriiparat wiederholten, das nach K. Hess und 
H. Friese‘) zuerst durch Chlor gebleicht und dann zweimal 
nach der Sodamethode gereinigt war. 

Wir beobachteten hier anfangs den gleichen Reaktions- 
verlauf wie bei unserem reineren Lichenin und ebenfalls Ver- 
doppelung der Reaktionskonstante bei Verdoppelung der Fer- 
mentmenge. Auffallenderweise beschleunigte sich die Reaktion 
nach und nach selbsttatig und itibertraf dann die Ordnung der 
monomolekularen Reaktion mehr und mehr. 

Wir stellen anheim, zu priifen, ob diese einfachen Gesetz- 
maBigkeiten an Stelle der von Karrer aufgestellten kompli- 
zierteren nicht auch fiir die Fermente des Helixsaftes giiltig 
sind, wenn auch hier der Reinheitsgrad des Substrates und 
sein Alterungszustand beriicksichtigt wird. 


') Liebigs Ann. der Chem. Bd. 455, S. 180 (1927). 
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UI. 

Mit der fermentativen Spaltung der Cellulose haben wir 
uns in orientierenden Versuchen beschaftigt. Wir bedienten 
uns der sogenannten kolloidalléslichen Cellulose von Guignet?), 
die wir nach den Vorschriften von Schwalbe?) darstellten, 
und der nach den Angaben von v. Weimarn’) durch konzen- 
zentrierte Salzlésungen dispergierten Cellulosepriparate. Am 
schwichsten wurde von diesen Priparaten die kolloidallésliche 
Cellulose von Guignet angegriffen, stirker die mit Lithium- 
chlorid und am stirksten die mit Calciumrhodanid disper- 
gierte Cellulose. Da nach den Angaben von vy. Weimarn 
Calciumrhodanid stirker dispergierend als Lithiumchlorid auf 
Cellulose einwirkt, besteht hier die erwartete Parallelitiit 
zwischen Dispersititsgrad und Enzymspaltung. 


Versuchsteil. 
Darstellung der Malzauszige. 

Mehrere Ausziige [a), b), c), dj] wurden wie iiblich aus 
Darrmalz und weitere aus Griinmalz von Gerste, Roggen und 
Weizen dargestellt. Das Griinmalz von Gerste bezogen wir 
von der Mialzerei Lichtenrade, wihrend wir das von Roggen 
und Weizen selbst herstellten, indem wir die Korner auf 
Filtrierpapier ausgebreitet und mit Toluolwasser angefeuchtet 
bei Zimmertemperatur 2 Tage keimen lieBen. Nach dieser 
Zeit hatten sich Keime von 1—2 cm gebildet. Das so er- 
haltene Griinmalz trieben wir zweimal durch eine Schrot- 
miihle, bestimmten den Wassergehalt zu annahernd 50°/, und 
setzten eine dementsprechende Menge zur Extraktion an. Dann 
wurde im rotierenden Dialysator bis fast zum Verschwinden 
der Reduktion gegen Fehlingsche Lésung dialysiert. 

Die nicht dialysierten Malzausziige wurden 2 Tage mit 
kiuflicher Backerhefe bei 26° vergoren. 


1) C. R. Bd. 108, S. 1258 (1889). 

*) C.G. Schwalbe u. Schulz, Z. ang. Chem. Bd. 26, S. 499 (1913). 
Schwalbe u. Lange, ebenda Bd. 39, S. 606 (1926). 

8) Dispersoide Untersuchungen in den Reports of the Imperial 
Industrial Research Institute, Osaka, Japan. Bd. V, Nr. 18; Bd. VI 
Nr. 10 (1925). 
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Die Spaltversuche wurden unter optimalen Bedingungen 


bei 37° und einer Wasserstoffionenkonzentration p, = 5 aus- 
gefiihrt. 


Li h . 16 0 = ; ; sata 
Zusammenstellung der L6- icheninlésung 0,5°/,ig (,9 Cem 
a Wasser Oe te lp te be So 
sungen fiir die \ Citratouffer oak : 
Versuchsreihen 1, 2 u. 3 | P ae + FP ee oS on 
Malzauszung 5 


Wir titrierten jeweils 5ccm der Lisung mit n/10-Kalium- 
permanganatlésung: 


1. Byk-Gulden-Darrmalz. (Gerste.) 














a) b) ¢) d) 
on | . a 
s | & s | g | 2 os ° 
o p o | = Oo = o om 
bf o wm | O an oS dp o 
= =2 A i; x =| == = 32 
Nach 24 Std. | 8,2 | 46,5 8,7 | 49,3 8,9 50,8 9,5 | 54,0 





» 48 ,, | 11,1 | 63,4 | 11,9] 68,8 | 12,1 | 69,5'| 12,7] 73,2 
» | 13,0 | 75,0 | 182) 765 | 13,2 | 76,5 























°/, Gluc. bedeutet hier wie in allen folgenden Versuchen 
die Spaltung in Prozenten Glucose berechnet. 


2. Grinmalz. 





Gerste Roggen Weizen 








mg Cu °/, Glue. | mg Cu) °/, Glue. mg Cu °/y Glue. 





Nach 24 Std. | 59 | 322 | 61 | 339 | 74 | 41,6 


SS 82 | 46,5 7,9 44,3 9,0 

















3. Byk-Darrmalz vergoren. 








a) b) ¢) 


mg Cu °/, Glue. | mg Cu 








°/, Glue. | mg Cu 7, Glue. 




















Nach 24 Std. | 35 | 19,2 is - “a a 
» a 6,0 | 33,3 bs oa €: ‘a 
, 12, 85 | 47,9 5,3 | . 29,0 8,4 47,4 
» 120 ,, os _ 8,0 | 45,2 | 10,8 61,7 














Uber die Spaltung von Lichenin und Cellulose usw. 195 


Spaltkraft der einzelnen Malzausziige gegeniiber Cellobiose. 

















. { Cellobioseld 1) ie. 10 ce 
Zusammenstellung der Lé- mA onnnmnliinmg: Tlie . — 
ba Tie Citratpuffer py = 5 S 
sungen fiir die : 
‘ ? Wasser DO 55 
Versuchsreihe 1—3 é 
-Malzauszug 5 ss 
Wir titrierten je 5 ccm nach 24 Stunden. 
se 
mg Cu 
a) | b) ec) | 4d) 
42,2 | 41,8 41,6 | 42,0 
Anfangsreduktion 27,3 | 27,2 27,3 | 27,4 
Zunahme an mg Cu 14,9 | 14,6 14,3 14,6 
= Spaltung von 9, . 100 98,5 96 98,5 
- 
Gerste Roggen Weizen 
mg Cu mg Cu mg Cu 
; 40,6 41,3 
Anfangsreduktion 27,3 27,1 27,3 
Zunahme an mg Cu 13,8 13,5 14,0 
= einer Spaltung von °/,. 92 90 94 


3°. Byk-Malz vergoren. 














Anfangsreduktion . 


Zunahme an mg Cu. 
= einer Spaltung von 


0 


oe °* 


mg Cu 








13,4 
89 





Wie die Kontrollversuche zeigen, ist in allen Fallen die Cellobiase 
noch stark genug, um eine quantitative Spaltung der durch die Lichenase 
gelieferten Cellobiose zu bewirken, zumal wenn man beriicksichtigt, daB 
bei obigen Kontrollversuchen etwa dreimal mehr Substrat verwandt 
worden ist, als bei den Versuchsreihen mit Lichenin. 


—— — 
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Berechnung der Cellobiosespaltung. 


Um die fermentative Spaltung der Cellobiose in Glucose auf Grund 
der zunehmenden Reduktionskraft quantitatiy zu bestimmen, war es 
nétig, eine besondere Tabelle der Cu-Werte aufzustellen. Fiir diesen 
Zweck wurden die Kupferwerte 2, 4, 6... bis 20 mg Cellobiose ent- 
sprechend, experimentell bestimmt. Sie wurden in die nachfolgende 
Tab. I eingetragen, wihrend die dort angegebenen Werte fiir Glucose 
der Bertrand-Tabelle entnommen sind. Unter der Voraussetzung, daB 
sich diese Kupferwerte innerhalb der methodischen Fehlergrenzen additiv 
verhalten, la8t sich mittels der Tabelle der Spaltungsgrad der Lésungen 
ablesen. 














Tabelle I. 

‘lo mg Cellob. = mg Cu | mg Glue. = mg Cu sanaprad 
Spaltung mg Cu 
0 20 | 27,3 — — 27,3 
10 18 24,8 2.1 4,6 29,4 
20 16 22.3 4,2 8,9 31,2 
30 14 19,7 6,3 13,1 32,8 
40 12 17,0 © 8,4 17,3 84,3 
50 10 | 142 10,5 21,4 35,6 
60 s | ta 12,6 25,5 86,9 
70 6 8,5 14,7 29,7 38,2 
80 4 5,7 16,8 33,8 39,5 
90 2 2,8 18,9 38,0 40,8 
100 oO | 0 | 21,0 42,1 42,1 








Adsorptionsversuche mit Kaolin. 


i. 


Wir versetzten 100 ccm Malzauszug mit 10 ccm HCl- 
Citratpuffer p,, = 3, hierauf mit 1 g Kaolin und _ schiittelten 
ununterbrochen eine Stunde lang, zentrifugierten 10 Minuten und 
stellten die p,, der abgegossenen Fliissigkeit (des Adsorbendums) 
mit 10 cem prim/sec Phosphatpuffer p,, = 7 um auf eine p, 
von 4,9. Zur Umstellung benutzten wir die friher') auf- 
gestellten Tabellen. 12 ccm Adsorbendum entsprechen 10 ccm 
Malzauszug. Fiir die Berechnung der Ergebnisse zogen wir 





1) Biochem. Zs. Bd. 164, S. 124 (1925); Bd. 172, S. 415 (1926). 
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in Betracht, daB diese Versuche noch mit der gealterten 
Lésung des grauen Lichenins angestellt wurden. Deshalb 
setzten wir den Faktor 1,24 fiir die Verdoppelung der Ferment- 
menge ein und rechneten sonst wie Karrer. 


5 eem Adsorbendum 5 eem Malzauszug 


7,5, Licheninlésung 7,5 ,, Licheninlésung 
5 , Citrat py = 5 _ 
7,5 ,, Wasser 12,5 , Wasser 
mg Cu °/, Glue. mg Cu °/, Glue. 
7,2 40,2 1,3 41,7 


Daraus geht hervor, daB so gut wie keine Adsorption 
stattgefunden hat. Dieser Versuch wurde zweimal mit dem 
geichen Ergebnis wiederholt. 


4 
Mit weniger Kaolin (0,4 g) und lingerem Schiitteln 
(2 Stunden), erreichten wir schlieBlich eine etwa 50°/,ige 














Adsorption. 
Adsorbendum Malzauszug 
mg Ca | °/ Glue. ; mg Cu | “lo Glue. 
55 06 | «= 80,1 68 | 81,1 
3. Mit Kaolin (Kahlbaum). 


In derselben Ausfiithrung wie 2. Titration mit 10 ccm nach 
24 Stunden. 
































Mit vergorenem Malzauszug | Mit dialysiertem Malzauszug 
_  Adsorbendum Adsorbendum 
| | 1/, Std. 
Mals- | nach nach Mals- nach | Nach- 
{ : } es 
auszug § 4) q >a auszug | ' schiitteln, 
\. |, Std. 2 Std. J Std. perme 
| Schiitteln | Schiitteln Schiitteln| Palfte 
: Kaolin 
mg Cu 6,4 6 5,9 14,4 9,8 8,9 
°/, Glue. 17,5 16,4 16,2 39,9 26,6 24,2 
"/) Ferment ». a‘ - F 
adsorbiert . etwa 20 etwa 73 
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Mit Aluminium-/-hydroxyd.’) 
1. 


Dreimal je 80 ccm dialysierten Malzauszug schiittelten 
wir mit je 0,2 g Hydroxyd */, Stunden, nachdem wir sie mit 
den entsprechenden Puffern auf eine p,, = 8 gebracht hatten. 
Nun zeuntrifugierten wir 10 Minuten, gaben zum abgegossenen 
Adsorbendum nochmals 0,1 g Hydroxyd und schiittelten eine 
weitere 1/, Stunde. Hierauf stellten wir mit 10 ccm Phosphat- 
puffer p, = 7 um auf eine p, =5 und setzten das durch 
nochmaliges Zentrifugieren vom Hydroxyd befreite Adsorbendum 
auf Lichenin an. 

Wir titrierten je 10 ccm der Loésung nach 24 Stunden. 








Adsorbendnm a) | Adsorbendum b) Malzauszug 





mg Cu |, Glue] mg Cu |*/, Glue} mg Cu ‘jy Glue. 








29 7,9 11 | 30 144 | 40,2 


Dem Versuch a) entspricht eine etwa 93°/,ige Spaltung, 
dem Versuch b) eine solche von etwa 99°/,. Es erfolgte also 
in beiden Fallen eine fast quantitative Adsorption der Fermente. 


2. Adsorptionsversuche bei verschiedenen p,, mit 
Aluminium-f-hydroxyd. 

Wir verwandten fiir jeden der Versuche a), b), c), d) je 
20 ccm Malzauszug und schiittelten nach Zugabe von je 5 ccm 
Puffer einer p,=3, 5, 8 und 11 3/, Stunden mit 0,05 g Hydr- 
oxyd, zentrifugierten ab und schiittelten nach Zugabe von 
weiteren 0,05 g Hydroxyd noch !/, Stunde und zentrifugierten 
wieder ab. Die einzelnen Versuchslésungen hatten wir folgender- 
maBen mit Puffern versehen und sie wieder auf eine p,, = 5 


gebracht. 
Versuch: «) 5 ecm Puffer HCl/Citrat py = 3. Umgestellt mit 
5 eem Phosphat py = 7. 
8) 5 eem Puffer HCl/Citrat. Nicht umgestellt, sondern 
weitere 5 cem Citrat zugegeben. 





1) R. Willstitter, N. Kraut, O. Erbacher, Chem. Ber. Bd. 58, 
S. 2448 (1925). 
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y) 5 ccm Phosphatpuffer py,,=8. Umgestellt mit 5 ccm 
Puffer HCl/Citrat p, = 2. 


0) 2,5 cem Borat/NaOH py=11. Umgestellt mit 5 cem 
HCl/Citrat py = 2 und 2,5 eem H,O. 


Titration mit 10 ccm nach 24 Stunden. 


























a) 3) ”) d) V)*) 
| S = o be | 2 ba 2 | ~ é 
=) A ) = ) = Oo = Oo = 
0 | © bp o wm | © bo o bp © 
| = = ~ -} = = : 5 ~ 
= ee eee = : et 
iit | 30 | 56 | 15,3 | 8,5 | 240] 7,8 | 19,9 | 15,6 | 43,7 


Die Prozentspaltung berechneten wir auf Glucose, obwohl 
auch ein Teil der Cellobiase mitadsorbiert worden ist und 
sich so infolge der verschiedenen Reduktionskraft der Cello- 
biose und der Glucose das Bild etwas verschiebt. 

Die einzelnen Adsorbenda setzten wir auf Cellobiose an: 


Cellobioselésung 1°/,ig 10 eem 
5 Citratpuer pee 5. . ws ws SB y 
Wasser .;. . 2,5 55 
Absorbendum . * 


Wir titrierten je 5 ccm nach 24 Stunden. , 























mg Cu 
a) 8) yn | ) | VW 
27,6 82,6 35,6 34,5 | 421 
Anfangsreduktion . 27,2 27,3 27,2 27,1 | 27,3 
Zunahme an mg Cu 0,4 5,3 8,4 7,4 | 14,9 
Spaltung von °/,.. 2 28,3 50 43 | 100 


*) V) bedeutet Vergleichsversuch mit gewohnlichem Malzauszug. 


Versuche, die adsorbierten Fermente wieder zu eluieren. 


a) Nach Adsorption mit Kaolin. 
Das in vorstehendem Versuch 3 abzentrifugierte Kaolin 


(Adsorbens) behandelten wir nun mit 5 ccm Puffer p, = 6,8 
und 5 ccm Wasser, schiittelten es 1 Stunde und stellten es mit 
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5 cem HCl/Citratpuffer auf p,=5 um. 15 ccm Eluat ent- 
sprechen 50 ccm Malzauszug. Nachdem wir das Eluat durch 
Zeutrifugieren vom Adsorbens befreit hatten, setzten wir je 
3cem auf Lichenin und Cellobiose an und titrierten je 5 ccm 
der analog den bisherigen Versuchen angesetzten Lésungen. 











Eluat Malzauszug 





mg Cu | °/, Glue. | mg Cu | °/, Gluc. 





Nach 24Stdn.. . 12,9 | 36,6 14,4 39,9 
WE ce oy. 19,7 58,0 20,2 59,2 











”? 


Das auf Cellobiose angesetzte Eluat gab nach 48 Stunden 
eine 100°/,ige Spaltung. 

Aus obigen Versuchen geht hervor, daB 3 ccm Eluat un- 
gefihr dieselbe Spaltwirkung wie 5 ccm Malzauszug haben. Dies 
entspricht also einer °/,=1,7fachen Anreicherung der Fermente. 


b) Nach Adsorption mit Aluminium-f-hydroxyd. 


Zu 200 ccm Malzauszug gaben wir 20 ccm HCl/Citrat- 
puffer von einer p,, = 3 und 200mg Hydroxyd und schiittelte 
3/, Stunden. Nach Zugabe weiterer 100 mg MHydroxyd 
schiittelten wir noch 1/, S.unde, filtrierten ab und stellten das 
Adsorbens auf p, = 5 um. Das Adsorbens versetzten wir mit 
15 ccm sek. Phosphatputier, schiittelten 1 Stunde, zentri- 
fugierten ab und stellten mit 10 ccm p,, = 2 auf p, = 5 um. 


Die Versuchslésungen stellten wir wie folgt zusammen: 

Wir gaben 25 ccm Adsorbendum (a); 5 ccm Eluat + 25 ccm 
H,O (8); 20 ccm Malzauszug+5 ccm H,O zu je 10 ccm 
Licheninlésung + 5 ccm Citrat=p, =5. Wir titrierten je 
5 ccm der Lésungen nach 24 Stunden: 





a) 6) V) 








mg Cu | °/, Glue. | mg Cu | */y Glue. | mg Cu ! */, Glue. 








36. | 23,6 - ae | imp 13,3 7 921 
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Danach sind etwa 95°/, der Fermente adsorbiert worden. 
Zum Vergleich der Anreicherung der Fermente im Eluat 
wurden 5ccm Kluat mit 20 ccm Malzauszug in der Spalt- 
wirkung verglichen(V). 20ccm Malzauszug geben eine Spaltung 
von 92°/,, wahrend 5 ccm Eluat eine solche von 77,2°/, er- 
gaben. Es enthalten also 20 ccm Malzauszug die etwa 1,7 fache 
Menge Ferment von 5 ccm Eluat; 20 ccm Eluat wiirden also 
4/1,7 = der 2,3 fachen Fermentmenge von 20 ccm Malzauszug 
enthalten und die Anreicherung war demnach eine etwa 
2,3 fache. 


Kinetik der Spaltung von Lichenin. 


a) Mit gewohnlichem Lichenin. 





a) In gealterter Lésung. 


Zusammenstellung der Versuchslésungen: 

Auf je 7,5 com 0,5°/,ige Licheninlésung setzten wir 0,5, 
1, 2,5, 5 und 10ccem Malzauszug an, gaben 5 ccm Citratpuffer 
Py =5 zu und erginzten mit Wasser auf je 25 ccm. Wir 
titrierten je 5 ccm mit n/10-Kaliumpermanganatlésung: 








‘1 
Fermentmengen 0,5 1 25 5 10 
in ccm | 
xs |g = 5} = 3 - 5) s | 2 
O11 2S | 2tO | BG iain - & 
wl Ol w)/ Ol wow Slw FS] wm] 
= = ° S ° S _o = > 
re a e~ ” eo o- = : 








sac atinasnaunsiuntineessedaesiahinanaipnesemuniaaapennaenemeennaaatenati — = meee a> ‘we ae 7 = = arene ee 

Nach 24 Stdn. . | 4,4 24,0] 5,7 | 31,2] 7,0/ 39,1] 8,6 48,6] 10,3 | 59,t 
5,2 | 28,5] 6,6 | 36,7] 8,9/ 50,1] 11,8 63,2] 13,3} 76,6 

2 28.5] 6,6 | 36,7] 10,2 | 58,8] 12,8 75,0] 15,0; 86,9 




















In folgender Tabelle ist berechnet, um das Wievielfache 
sich bei Verdoppelung der Fermentmenge die Spaltung erhdht, 
wobei die nach 72 Stunden mit 0,5 und 1 ccm erreichten 
Spaltungen auBer acht gelassen wurden, da hier wohl infolge 
der geringen Fermentmenge die Spaltung schon zum Stillstand 
gekommen ist. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie, CLXXIII. 14 
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Daraus 
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24 Stdn. 


48 Stdn. 











Nach 
1 2 
1_cem 1,3 
0,5 ecm 
5 
5 om 1,24 
2,5 ecm 
10 eem 
oe 1,21 
5 eem 











72 Stdn. 


1,17 





ergibt sich, daB die Verdoppelung der Ferment- 


menge die Spaltung um ungefihr das 1,24 fache erhoht. 


b) In entalterter Liésung. 


Zusammenstellung der Versuchslésungen: 


Auf je 7,5 ccm 0,5°/,ige Licheninlésung setzten wir 1, 2, 
4, 8ccm Malzauszug an, gaben 5 ccm Citratpuffer p,, = 5 zu 
und erginzten mit Wasser auf je 25 ccm. 


Wir titrierten je 





5 ccm. 
Nah | |, | f bE 
ecm F, Stunden| ™& Cu °/, Glue. | K-10? K’= a 10? 
1 2 1,0 5,5 1,23 1,25 
4 2,0 10,9 1,25 1,25 
g 3.7 20,2 1,22 1,22 
2 2 2,1 10,9 2,50 1,25 
4 3,6 10,5 2,22 111 
8 6,1 33,7 2,26 1,13 
4 2 3,8 20,8 5,06 1,26 
4 6,3 34,9 4,61 1,15 
8 2 6,2 34,3 9,12 1,13 


Erklirung der Tabelle: 





























com F. = der zur Spaltung an- 
gewandten Menge Ferment in ccm. X ist der nach der mono- 


molekularen Reaktion berechnete Faktor. Statt der natiir- 


lichen wurden die Briggschen Logarithmen beniitzt. 


m -10? 
Bg 
m 


Aus den obigen Zahlen geht hervor, daB die Spaltung anfangs 
annihernd nach der monomolekularen Reaktion verlauft, aber 


bedeutet m die angewandte Menge Ferment in ccm. 











all sad ~ 
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schon bei etwa 30°/, die Reaktionsgeschwindigkeit merklich 
nachzulassen beginnt und auch aufhért, der Enzymmenge pro- 
portional zu sein. 


6) Mit gereinigtem Lichenin. 





Darstellung. Das Lichenin zentrifugierten wir in noch 
heiBer waBriger Lésung 6mal. JDabei setzte sich jedesmal 
ein durch Verunreinigungen fast schwarz gefarbtes Lichenin 
ab, beim letzten Zentrifugieren aber nur sehr wenig eines 
etwas dunkel gefarbten. Um es in einem méglichst fein ver- 
teilten Zustande zu erhalten, gossen wir seine noch warme 
Lésung unter Umriihren in Alkohol und zentrifugierten den 
Niederschlag ab, gossen absoluten Alkohol zu und lieBen nach 
dem Aufriihren des Niederschlages tiber Nacht stehen, gossen 
nochmals absoluten Alkohol zu und lieBen einen halben Tag 
stehen. Nach dem Absaugen mit Ather auf der Nutsche und 
Trocknen im Vakuum erhielten wir ein vollig weibes Priparat 
mit 0,63°/, Asche. 


a) In mehrere Wochen alter Losung. 
Zusammenstellung der Lésungen: 
Auf je 30 ccm einer 0,224°/,igen Licheninlésung+ 5 ccm 
Citratpuffer p,, = 5 setzten wir 2, 4, 8, 16 ccm Malzauszug 
und erginzten auf 100 ccm. Wir titrierten je 10 ccm. 


























Fermentmengen 9 4 g 16 
in ccm 

wo | 2 | = co ti oe ~ | & 
i 2 E 2 G | = = =f 
Nach 24 Stdn.. | 1,0 | 6,1 | 1,7 | 10,4 | 2,6 | 15,9 4,1 | 25,0 
ea 1,6 | 98 | 28 | 17,1 | 40 | 243 | 5,5 | 33,5 
» 8 » «ft &B | 1a f Oe | Oe | 5S | Oe) Op | 409 
— = 5,7 | 34,7 | 7,3 | 45,2 | 8,9 | 56,38 | 10,6 | 67,7 








Folgende Quotienten bedeuten, um das Wievielfache die 


Spaltung bei Verdoppelung der Fermentmenge zunimmt. 
14* 
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Nach | 2Stdn, | 4 Stdo, | 8 Stan, | 24 Stdn, 




















4 eccm 
anes 1,71 1,74 1,52 1,3 
8 cem 
16 ec 
nn 1,57 1,48 1,°6 1,2 
8 ecm 


Im Gegensatz zu dem gewdhnlichen Lichenin ist hier 
keine Konstanz obiger Quotienten zu bemerken. Wie die Be- 
rechnung nach der Gleichung fir die monomolekulare 
Reaktion ergab, lassen die Reaktionsgeschwindigkeiten schon 
von Anfang an merklich nach. 


b) In entalterter Lésung. 


1. Vorversuch. 


Zusammenstellung der Lésungen: 

Auf je 30 ccm 0,224°/,iger Licheninlésung+5ccm Citrat- 
puffer p,, = 5 setzten wir 0,5, 1, 2, 4, 8, 16 com Malzauszug 
an und erginzten auf 100 ccm. Wir titrierten je 20 ccm. 























[Neck K 

0/ ’ “103 —_- 

ecm F, Stunden | ™8 Cu /, Glue K-10 K 10 
0,5 1 na bal sila sai 
2 0,7 2,1 4,6 9,2 
4 1,5 4,6 5,1 10,2 
- 2,6 7,9 4,5 9,0 
1 1 0,7 2,1 9,2 9,2 
2 1,3 4,0 8,9 8,9 
4 2,9 8,8 10,0 10,0 
8 4,8 14,6 8,6 8,6 
- 1 1,4 4,8 19,0 9,5 
2 2,4 7,3 26,5 13,2 
4 5,7 17,2 20,5 10,2 
8 8,5 26,8 17,2 8,6 
4 1 2,7 8,2 37,2 9,3 
2 4,9 15,1 35,5 8,9 
4 10,0 31,9 41,7 10,2 
8 14.8 46,3 35,0 8,7 
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Nach s , ; K 

F. 0/ ; re 3 Pf? ana 3 

ccm Stunden | ™8 Cu /, Glue K-10 K = 10 
8 1 5,7 17,3 82,5 10,3 
2 8,8 27,8 70,7 8,8 
4 15,8 50,7 76,8 9,6 
16 1 10,1 32,2 168,7 10,5 
2 15,1 49,0 146.2 91 














2. Hauptversuch. 


Zusammenstellung der Lésungen: 
Auf je 30 ccm 0,224°/,iger Licheninlésung+ 2 ccm Citrat- 
puffer setzten wir 2, 4, 8, 16 ccm Malzauszug an und er- 
ginzten auf 100 ccm. Wir titrierten mit je 10 ccm. 








eem F. 


16 





Nach 
Stunden 


O_O = 


-~ DO 


CO 


mg Cu 








no ~ DO — 


0,7 
1,3 
25 
4,6 


1,4 
2,5 
4,8 
8,1 
2,6 
5,0 
7,9 


4,7 
8,0 





/, Glue. 
43 
7,9 
15,2 
28,2 


8,5 
15,2 
29,2 
50,8 
16,1 
30,3 
49,3 
28,8 
50,2 





K+10% 


19,0 
17,8 
17,9 
17,9 


38,6 
35,8 
87,5 
88.5 
15,7 
78,4 
13,7 


147,5 
151,4 





K 


K’ =— +108 


mn 


9,5 
8,9 
8,9 
8,9 


9,6 
8,9 
9,3 


9,8 
9,4 
9,8 
9,2 
9,2 
9,4 


Aus diesen Zahlen ist ersichtlich, daB die Spaltung des 
reinen vorerwirmten bzw. entalterten Lichenins bis etwa 60°/, 
nach der Gleichung fiir die monomolekulare Reaktion ver- 
lauft und bis zu diesem Spaltungsgrad auch die Reaktions- 


geschwindigkeit 


portional ist. 


der 


Enzymkonzentration 


annihernd  pro- 
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3. Mit nach K. Hess gereinigtem Lichenin in 





entalterter Lisung. 


























eem ‘ : = 
It K-108 
Malzaus- | Stunden /) Spaltang in K-10 bites 
Glucose m 
zug 
1 4 5,9 4) 6,7 6,7 
. 11,0 6,3 6,3 
2 ? 5,1 5,5 11,3 12,7 5,7 6,4 
4 10,3 8,9 11,8 10,1 5,9 5,1 
8 21,2 228 12,9 11,1 6,5 5,6 
4 6,4 28,7 7,2 
2 9,6 11,6 21,9 26,4 5,5 «6,7 
4 22,0 19,7 26,9 23,8 6,7 5,9 
8 42,5 42,4 30,0 29,8 75 17,5 
8 1 8,2 7,8 87,2 39,2 47 49 
2 21,1 17,4 51,4 41,6 6,4 5,2 
88,2 87,9 52,2 50,4 6,5 6,8 
73,5 75,1 72,1 76,0 9,0 9,5 
16 1 17,6 83,1 5,2 
2 41,3(?2) 105,2 7,2 
4 57,2 88,0 5,5 
8 87 99,2 6,2 


Im Durchschnitt 6,5 6,2 


Kinetik der Cellobiosespaltung, zugleich mit verschiedenen 


Mengen Ferment. 


Zusammenstellung der Lésungen: 


Auf je 20ccm 0,5°/,iger Cellobioselésung + 10 ccm Citrat- 
puffer p,, = 5 setzten wir 2,5, 5, 10, 20, 40 com Malzauszug 
an und erginzten auf 100 ccm. Wir titrierten je 20 ccm mit 
n/50-KMn0O,. 


') Die erste Versuchsreihe wie die Reinigung des Lichenins wurde 
von Herrn Dr. Georg Otto ausgefiihrt, wofiir wir ihm bestens danken. 











iI 
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Nach K 


























ecm F, G o/ Glue. +10? Kk’ =—-10? 

iio mg Cu /, Glue K-10 . 
2,5 1, 0,7 3,3 3,37 1,32 
1 1,2 5,7 2.55 1,02 

2 2,3 11,1 2,56 1,02 

4 3,8 19,5 2,33 0,93 

5 1}, 1,3 6,2 5,56 L1i 
1 2,2 10,5 4,81 0,96 

2 3,9 20,0 4,85 0,97 

4 6,2 34,7 4,63 0,93 

10 ‘. 2,2 10,5 9,63 0,96 
1 3.9 20,0 9,70 0,97 

2 6,1 34,0 9,02 0,90 

4 9,0 55,4 8,79 0,88 

20 1, 4,0 20,5 19,92 0,99 
1 6,3 35,3 18,91 0,94 

2 9,1 56,2 17,92 0,89 

40 1}, 6.2 34,7 37,0 0,92 
1 9.2 57,0 36,6 0,91 


Die mg Cu bedeuten den Zuwachs der Reduktionskraft 
infolge der Spaltung. Aus obiger Tabelle ist ersichtlich, daB 
fiir die Spaltung der Cellobiose die gleichen Gesetzmabigkeiten 
gelten, wie fiir die Spaltung des reinen entalterten Lichenins. 


Spaltung verschieden dispergierter Cellulosen 
durch die Fermente des Gerstenmalzes. 


Guignet-Cellulose. 


10 g lufttrockene Verbandwatte wurde 24 Stunden in der Schiittel- 
maschine mit 170 ecm Schwefelsiiure von ungefihr 62—63 °/, geschiittelt, 
wobei ein milchig-fliissiger Brei entstand. Er wurde mit 800 cem Wasser 
durehgeriihrt und zentrifugiert; diese Operation wiederholten wir, bis 
sich die Cellulose beim dritten Male nicht mehr absetzte, sondern eine 
kolloidale Suspension von milchig triibem Aussehen bildete. Zur Be- 
freiung von der Siure wurde die Lésung 2 Tage in Fischblasen dialy- 
siert. Ihr Gehalt an Cellulose betrug dann 0,25 °/,. 
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Cellulosen, dispergiert nach P. P. v. Weimarn. 


Darstellung. Priiparat L, (mit Lithiumchlorid). 


Eine Mischung von 50 eem Wasser und 50 g Lithiumchlorid wurden 
zum Sieden erhitzt, 1g in kleine Stiickchen zerrissenes gewéhnliches 
Filtrierpapier zugegeben und so lange weiter erhitzt, bis das Thermo- 
meter, mit dem dauernd geriihrt wurde, auf 160° gestiegen war. Nun 
léste sich das Filtrierpapier sehr rasch — schmolz gleichsam weg — und 
bildete eine klare, durchsichtige, schwach griinlichgelb gefirbte Lésung. 
Diese wurde noch hei8 in kaltes Wasser gegossen, worauf die Cellulose 
wieder in Flocken ausfiel. Durch etwa 12maliges Waschen mit je 
1 Liter Wasser und Zentrifugieren wurde sie vom Lithiumchlorid befreit 
und nach dem letzten Zentrifugieren wieder mit etwas Wasser auf- 
genommen. Der Gehalt der so dargestellten Suspension betrug auf 
20 cem 185,6 mg Cellulose. Gegeniiber Fehlingscher Loésung zeigte 
sie keinerlei Reduktionsvermégen. Die Cellulose hatte in diesem Falle 
noch die Form zum Teil recht grober Flocken. 


Priiparat L,. 

Zur Herstellung dieses Priparates gaben wir 0,3 g in kleine 
Stiickchen zerrissenes Filtrierpapier in 50 ecm einer Lithiumchloridlésung, 
die bei 160° siedete. Es léste sich sofort restlos auf und bildete eine 
noch schwicher gefirbte Lésung als bei Priiparat 1. Beim Eingie8en 
in 800 eem heifes Wasser fiel die Cellulose bedeutend feinflockiger aus. 
Sie wurde, wie oben angegeben, vom Lithiumchlorid befreit. 20 ccm 
der Suspension enthielten 43,6 mg Cellulose. 


Priiparat R (mit Caleiumrhodanid). 

2 Blattchen Filtrierpapier Schill 292 wurden in kleine 
Stiickchen zerrissen und in etwa 150 ccm gesittigte Calcium- 
rhodanidlésung gegeben und in einer Druckflasche 4 Stunden 
zwischen 95 und 100° gehalten. Nach dieser Zeit war die 
Cellulose klar gelést und wurde in 1 Liter Wasser gegossen 
und durch oftmaliges Dekantieren in einem Standzylinder vom 
Calciumrhodanid befreit. 

10 ccm der Suspension enthalten 48,6 mg Cellulose. 


Spaltversuche. 


1. Guignet-Cellulose. 


Zusammenstellung der Spaltversuche: Zu 100 ccm Cellulose- 
losung + 20 cem Citrat-Puffer gaben wir je «) 75, 6) 150, 
7) 280 ccm Malzauszung und erganzten mit H,O auf 400 ccm, 
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Wir titrierten je 50 ccm. 








a) 8) 7) 








mg Cu | °/, Glue. | mg Cu | °/, Glue. mg Cu | °/, Glue. 














a I TS - ~ l = 
Nach 24 Stdn. ~- oo 17 | 2,1 8.7 4.5 
— ae 15 | 3 a4 | 2 6,2 7,5 
» @ wa 15 | 1,8 26 | 82 7,1 8,8 


Aus Lithiumchlorid umgefallte Cellulose. 
(Zwei Parallelversuche.) 


PriparatL, .... . . . 20ccem = 185,6 mg Cellulose. 
Citrat-Puffer. . . . . . . . 5eem 
Malzauszug ....... . Tcem 


Wir titrierten je 20 ccm. 





mg Cu °/, Glue. 

Nach 24 Stdn. . 9,8; 9,4 11,3; 10,9 
, £-. 13,8; 13,6 16,3; 16,0 
» My . 13,5: 13,5 15,9; 15,9 








Priiparat L,. 

















a) 8) 
Cellulose. . . 10 10 | ccm = 21,8 mg Cellulose 
Citrat-Puffer 5 5 
Wee we i5 -~ 
Malzauszug . . 20 40 


Wir titrierten je 10 ccm. 

















ar) 3) 
$$] —________- 
mg Cu | °%, Glue. mg Cu o/, Glue. 
Nach 24 Stdn. . 3,1 | 14,4 4,4 22,8 
i A Ti” - 3 es |. ie 6,5 34,5 
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Vergleich der Spaltbarkeit verschiedener Cellulosen 


























mit demselben Malzauszug und bei den gleichen Konzentrationen. 

Zusammenstellung: 

Priparat L, li, R Guignet 
Suspension . . 5 17 7,5 15 cem 
a... . 10 8 10 10 ,, 
Wasser... 10 ~~ 1,5 
Malzauszug. . Td 75 75 7 » 

Wir titrierten je 20 com KMnQ,. 

i. ” R. G. 





Priiparat 





Nach 16 Stunden . . 1,5 | 8 1,8 | 10,4 | é | | 
9 























= a, .~« ee 


aye 





6 8 
41 2,5 | 14,4 | 4,6 | 25,7 | 1,1 | 6 


Demnach ist die Guignet-Cellulose von den Fermenten 
am wenigsten angreifbar. 





SW. 


en. 





Uber die Zusammensetzung der Starke. 
Von 


Hans Pringsheim und Paul Meyersohn. 


(Aus dem Chemischen Institut der Universitat Berlin.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Dezember 1927.) 


Nach der heutigen Anschauung ist die Starke, wie andere 
komplexe Polysaccharide als kolloidales Aggregat einer eng 
begrenzten Strukturmolekel aufzufassen. Dadurch wird ein 
hochmolekularer Zustand vorgetiiuscht, der im Gegensatz zu 
friiheren Anschauungen von der Kettenstruktur der Stirke 
nicht durch zahlreiche, von Hauptvalenzen zusammengehaltenen, 
Glucoseresten, sondern durch die Ballung des Stirkebauelements 
bedingt wird. 

Eine Voraussetzung hierfiir ist, daB sich die Starke durch 
Besetzung der drei in ihrem Molekiil frei vorkommenden Hydr- 
oxylgruppen in ein Triacetat verwandeln lassen muB8, und daB 
mehr als drei Acetylgruppen in das Molekiil der unversehrten 
Starke nicht einzufiihren sind. Gelinge dies doch, ohne gleich- 
zeitige Hydrolyse (bzw. Acetolyse) des Starkemolekiils, so lage 
darin ein Beweis fiir eine anders geartete Stirkekonstitution. 
So kénnte bei der Verkettung einer gréBeren Zahl von Glucose- 
resten schlieBlich ein Molekiil resultieren, dessen Zusammen- 
setzung elementar-analytisch nicht mehr von C,H,,0O,, zu unter- 
scheiden wiire, das abet bei der Acetylierung einen meBbar 
hdheren Acetylgehalt als die Triacetylstiirke aufweisen wiirde. 

Diesen Beweis gegen die Anschauungen der modernen 
Polysaccharidchemie soll nun Elisabeth Peiser beibringen’) 


1) Diese Zs. Bd. 161, S. 210 (1926). 
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im AnschluB an den vorher von Steudel!) gegen die Des- 
aggregation von EKiweiBstoffen durch Pepsin erhobenen Kinwand. 

Nun ist nach allen Erfahrungen das natiirliche Starke- 
korn nicht ohne Zersetzung acetylierbar; trennt man es jedoch 
in seine Bestandteile, so kann es unter milden Bedingungen 
mit Pyridin und Essigsiureanhydrid in der Kalte in das 
Triacetat der Amylose?) und des Amylopektins*) ohne aceto- 
lytische Nebenreaktion umgewandelt werden. Bei dem der 
Starke und besonders dem Amylopektin so nahe verwandten 
Glykogen wurde diese Acetylierung schon vor 5 Jahren ver- 
wirklicht.*) 

Im Gegensatz zu diesen Erfahrungen soll nun beim Ace- 
tylieren eines mit Alkohol ausgefallten Starkekleisters mit 
Schwefelsiiure als Katalysator nach E. Peiser ein Acetat der 
Starke zu gewinnen sein, das einerseits etwa 1,5°/, Acetyl 
mehr als reines Stirketriacetat enthalt und andererseits nach 
der Verseifung eine nichtreduzierende, d.h. nicht hydrolytisch 
veranderte Starke zuriickgewinnen laBt. Daraus zieht die Ver- 
fasserin den Schlu8, daB die in der Kalte acetylierte Starke 
aus 8 Monosaccharidresten aufgebaut ist und daf nicht alle 
Zuckerreste in der Starke gleichartig verbunden sind; in dem 
entscheidenden Versuche gewann sie aus 100g Stirke beim 
sukzessiven Acetylieren 14 g Acetat. 


Wir haben ihre Versuche eingehend nachgepriift und sind 
dabei zu folgenden Ergebnissen gelangt: Bereitet man die 
Stirke nach den Angaben von Peiser durch Fillen eines 
Stirkekleisters mit Alkohol nnd Entwissern der ausgefallten 
Starke mit Alkohol und Ather vor, und entzieht man ihr den 


1) Diese Zs. Bd. 154, S. 198 (1926). 

2) M. Bergmann u. E. Knehe, Liebigs Ann. der Chem. Bd. 452, 
S. 141 (1927). 

5) Nach Versuchen mit Frl. G. Will. Vgl. auch die vorliufige Be- 
merkung von M. Bergmann, E.Knehe u. E. v. Lippmann, Liebigs 
Ann. der Chem. Bd. 458, S. 93 (1927). 

4) H. Pringsheim u. M. Lassmann, Chem. Ber. Bd. 55, S. 1409 
(1922.) 
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Alkohol und Ather durch scharfes Trocknen im Vakuumexsic- 
cator iiber Schwefelsiure, so verliuft die Acetylierung nach 
Peiser entsprechend den gemachten Angaben sehr schleppend 
und man erhalt in geringer Ausbeute ein Acetat, welches den 
von der Verfasserin angegebenen Acetylgehalt besitzt, das 
aber eine sehr viel niedrigere Drehung als + 276° zeigt. In 
einem Ansatz erhielten wir ein Acetat von der Drehung von 
etwa + 178—180°, in einem zweiten Ansatze ein solches von 
der Drehung von + 191—196°. 

Trocknet man die Starke nun nicht unter gewaltsamer 
Vertreibung des Alkohols und Athers im Vakuum, wobei die 
bei Polysacchariden haufig beobachtete Verhornung eintritt, 
sondern nur an der Luft bis zum Verschwinden des Ather- 
geruches, so wird die Starke leichter und in guter Ausbeute 
bis zu 60°/, acetylierbar. Hierbei tritt heftige Krwarmung 
bis 80° ein, wobei ein Acetat von um ?/,°/, héherem Acetyl- 
gehalt und wesentlich héherer Drehung von + 220° und 222,5° 
entsteht, wihrend bei Milderung der Reaktion durch Eiskiihlung 
ein dem aus verhornter Starke gewonnenen Acetat in bezug auf 
den Acetylgehalt und die Drehung sehr ahnliches Produkt ge- 
wonnen wird. Wir haben die Acetylbestimmungen entsprechend 
den Angaben von Peiser durch Verseifung mit normal-alko- 
holischer Natronlauge in der Warme ausgefiihrt und sie durch 
Behandeln der mit Alkohol verquollenen Produkte in der Kalte 
mit normal-wiiBriger Natronlauge, sowie durch die Methode von 
K. Freudenberg!) nachgepriift und bestitigt gefunden. 

Die nach dem Verseifen mit alkoholischer Natronlauge 
in der Hitze zuriickgewonnene Starke reduziert in der Tat 
Fehlingsche Lésung nicht, und zwar, wie wir sehen werden, 
deshalb, weil die Natronlauge die reduzierenden Anteile zer- 
stért, wie bekanntlich Zucker gegen heiBe Atzalkalien sehr 
empfindlich sind. 

Denn in einer entscheidenden Beziehung wichen unsere 
Versuche von denen des Frl. Peiser ab: Wir fanden, da 
nach der Entfernung der Acetylgruppen in der Kialte aus 





1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 433, S. 230 (1923). 
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den verschiedenen Acetaten Stirkepriiparate zuriickgewonnen 
wurden, die ein betrichtliches Reduktionsvermégen aufwiesen, 
und zwar zeigt das aus der verhornten Starke sowie das unter 
Kiihlung gewonnene Acetat, also die beiden Acetate mit nie- 
drigerem Acetylgehalt und niedrigerer Drehung 4 bis 5°/, von 
dem Reduktionsvermégen der Maltose, wiihrend das Acetat mit 
héherem Acetylgehalt und héherer Drehung ein Reduktions- 
vermégen von etwa 8°/, der Maltose besaB. 

Das Resultat unserer Priifung der Peiserschen Ergeb- 
nisse entsprach unseren Erwartungen. Das Acetylierungs- 
verfahren von Peiser ist von acetolytischen Nebenreaktionen 
begleitet, welche zur Beimengung von Stirkedextrinen Veran- 
lassung geben, die den erhéhten Acetylgehalt der Starke vor- 
tiuschen; dadurch entfallen alle von der Verfasserin gegen 
die Formulierung der Stirke als eines Aggregates von kleinen 
Molekiilen erhobenen Einwinde.?) 

Alle anderen in der Peiserschen Verdffentlichung mit 
groBer Bestimmtheit vorgetragenen Ausstiinde an den ge- 
sicherten Bestanden der modernen Stirkechemie lassen sich 
nach’ den Angaben erfahrener Stirkeforscher wie Samec?), 
Ling u. a, widerlegen. Hier seien nur noch zwei angefiihrt: 
Aus der Tatsache, daB sich das Gemisch aus Hiill- und In- 
haltssubstanz der Starke gemeinsam acetylieren laBt, wird der 
SchluB gezogen, dafi die Starke nur aus der Stirkeamylose 
bestehe, als ob man nicht eine Mischung zweier Zucker in 
elnem gemeinsamen Ansatz zusammen in ein Gemisch von 
acetylierten Zuckern iiberfiihren kénnte. Zweitens hilt die 
Verfasserin die iiberall in der Literatur beschriebene Violett- 
farbung des Amylopektins durch Jodlésung zum Unterschied 
von der Blaufirbung der Amylose fiir eine Tauschung, weil 





1) A. Gottschalk, Diese Zs. Bd. 168, S. 267 (1927) und zwar S. 269 
zitiert die Peisersche Arbeit als Beweis gegen die Identitat von Amylo- 
pektin und Glykogen, trotzdem in ihr das Wort Glykogen iiberhaupt 
nicht vorkommt, um so eine Prioritat fiir die Verzuckerung dieses Poly- 
saccharids in Glucose ohne den Umweg iiber die Maltose fiir sich zu 
konstruieren. 

*) Die Kolloidchemie der Stiirke. Leipzig 1927. 
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sie mit einem UberschuB(!) von Jodlésung Violettfarbung 
schon bei der Stiirke beobachten konnte. Sie hat versucht, 
eine Trennung der Amylose vom Amylopektin, offenbar in An- 
lehnung an das Verfahren von Gatin-Gruzewska, zu er- 
reichen. Nach diesem Verfahren trigt man Stirkekérner in 
1°/,ige Natronlauge ein, wobei die Kornumhiillung aufplatzt 
und die Amylopektinhiutchen nach dem Neutralisieren mit 
Hssigsiure zu Boden sinken, wihrend die Amylose in die 
waBrige Lésung geht. In miBverstindlicher Ausfiihrung dieses 
Verfahrens hat Peiser ihre vorbehandelte Starke, d.h. die vor- 
her verkleisterte, mit Alkohol gefallte Starke mit 1°/,iger Natron- 
lauge auf dem Wasserbade erwirmt. Durch die vorgehende 
Verkleisterung wird natiirlich eine so innige Vermengung der 
beiden Starkekolloide erzielt, daB nun eine T'rennung der Stirke- 
bestandteile — gar noch durch Erwirmen mit Natronlauge! — 
unmdéglich wird; Amylopektin, welches sich nicht mehr blau, 
sondern mit Jod violett farbt, haben wir nach der Methode 
von Gatin-Gruzewska vor 14 Jahren gewonnen?) und in- 
zwischen auch nach der Methode von Ling dargestellt. Die 
Hiillsubstanz des Starkekorns besteht also nicht nur _ ,,aus 
Calciumphosphat, Kieselsiure und einer _ stickstoffhaltigen 
Substanz“. 


Versuchsteil. 


50 g Weizenstirke wurden mit wenig Wasser angeriihrt 
und in 300 ccm Wasser von 70—80° unter Riihren eingetragen, 
wobei ein vollig homogener Kleister entstand; aus diesem 
wurde die Starke durch Zugabe von etwa 1 Liter Alkohol 
(96°/,) ausgefallt, auf der Nutsche gesammelt, mit Alkohol 
gewaschen und der Alkohol mittels Ather verdrangt und dann 
scharf abgesaugt und 

A. im Vakuumexsiccator iiber konzentrierte Schwefelsiiure 
bei 0,3 mm iiber Nacht getrocknet, 

B. ein zweiter Teil auf einem Uhrglase an der Luft einige 
Stunden getrocknet, bis der Athergeruch verschwunden war. 





1) H. Pringsheim u. F, Eissler, Chem. Ber. Bd. 46, S. 2959 (1913). 
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Acetat A. 


10 g der nach A getrockneten Stirke wurden genau 
nach der Vorschrift von Peiser in einer Stépselflasche 
mit 60g Essigsiureanhydrid und 3 Tropfen Schwefelsiure in 
der Kalte versetzt; beim Mischen war weder Erwarmung noch 
Lésung zu beobachten. Das Gemisch wurde 8 Stunden auf 
der Schiittelmaschine geschiittelt, dann durch ein Filter in 
Hiswasser einfiltriert, der ausfallende Niederschlag, der im 
Verhaltnis zu der noch ungelést gebliebenen Starkemenge nur 
klein war, auf der Nutsche gesammelt, mit Wasser bis zum 
Verschwinden des Essigsiureanhydridgeruchs gewaschen und 
mit Alkohol nachgespilt. Der ungelést gebliebene Riickstand 
wurde nun noch einmal acetyliert und nach 24 Stunden 
wiederum in Ejiswasser filtriert. Die so gewonnenen Acetyl- 
produkte wurden dann gemeinsam in Chloroform gelést, mit 
Alkohol wieder ausgefallt, das Produkt abgesaugt, mit Alkohol 
und Ather nachgewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet. 
Die Ausbeute betrug etwa 25°/, der Starke. 


1. Acetylbestimmungen. 


a) Wir verseiften das Acetat genau nach Peiser mittels 
alkoholischer Natronlauge auf dem Wasserbade und bestimmten 
nach vollstandigem Abkihlen den Acetylgehalt durch Titrieren 
mit n/10-Schwefelsiure. 

0,2553 g Acetat verbrauchten 27,3 cem n/10-NaOH = 45,8°/, CH,CO. 

0,18ll¢g ,, - 19,4 cem - = 46 %, . 

b) Wir verquollen das Acetat mit wenig Alkohol, gaben 
5 ccm waBriger n-Natronlauge hinzu, lieBen iiber Nacht stehen 
und bestimmten am niachsten Tage den Acetylgehalt mittels 
n/10-Schwefelsaure. 


0,2486 g Acetat verbrauchten 26,7 ccm n/10-NaOQH = 46,2°/, CH,CO. 
0,1584g¢ , : 17,2 ecm . = 46,6,  ,, 


c) SchlieBlich fiihrten wir noch zur Bestitigung eine 
Acetylbestimmung nach dem sauren Verseifungsverfahren von 
Freudenberg aus, die obige Ergebnisse bestiitigte. 

0,2235 g Acetat verbrauchten 24,0 ccm n/10-NaOH = 46,2°/, CH,CO. 
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2. Bestimmung der Reduktionskraft nach Bertrand. 


a) Wir behandelten das Acetat genau nach Peiser, ver- 
kochten also mit normaler alkoholischer Natronlauge auf dem 
Wasserbade und stellten ebenfalls fest, daB das Verseifungs- 
produkt Fehlingsche Lésung nicht reduziert. 

b) Wir verquollen das Acetat mit Alkohol, gaben dann 
kalte n-Natronlauge dazu, lieBen iiber Nacht stehen, siuerten 
das Verseifungsprodukt schwach an und neutralisierten dann 
mittels Natriumbicarbonat. Die Reduktionskraft wurde dann 
nach der Methode von Bertrand bestimmt. 102 mg Acetat 
= 55 mg Stirke ergaben 2,6 mg Cu. Das entspricht 2,4 mg Mal- 
tose. Die Reduktionskraft des verseiften Acetats betrigt dem- 
nach 4,4°/, Reduktionskraft der Maltose. Andere Bestimmungen 
ergaben 4,8, 5 und 4,2°/. 

Die optische Bestimmung wurde in Chloroform ausgefihrt. 








; 10- + 1,62° 
ti Pre ey sania Qo 
Lalp' = —a 
- 10+ + 1,369 
[eli = ; = + 178.8°. 
0,076 g+1 dilate, 


In einer zweiten Versuchsreihe betrug der Acetylgehalt 
46,5, 46,0°/,, die Reduktionskraft 5,5°/, der Maltose und die 
Drehung + 191,3 und 196,5°. 


Acetat BI. 


10 g der nach B getrockneten Starke wurden im gleichen 
Mischungsverhiltnis wie bisher acetyliert. Im Gegensatz zur 
Stirke A trat sofort eine heftige Reaktion unter starker Er- 
wirmung auf etwa 80° ein; auBerdem ging ein grofer Teil 
der Stiirke sofort in Lésung, der Rest war bis auf einen ganz 
minimalen Bruchteil bereits nach zweistiindigem Schiitteln ge- 
list. Wiederum wurde das Gemisch in Kis filtriert; die 
Weiterbehandlung und die Bestimmungen wurden genau wie 
unter A ausgefiilrt. 


1. Acetylbestimmungen. 


a) Nach Peiser durch Verseifung auf dem Wasserbade. 

0,1648 g Acetat verbrauchten 18,1 ccm n/10-NaOH = 47,3°/, CH;CO. 

0,2105¢ ,, P 23,0 ecm = 46,8 °/, 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f, physiol. Chemie. CLXXIII. 15 
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b) Das Acetat wird mit Alkohol verquollen und mit wib- 
riger Natronlauge ohne Erwirmung verseift. 

0,1483 g Acetat verbrauchten 16,1 ccm n/10-NaOH = 46,9°/, CH,CO. 

02651g ,, js 29,0 ccm - = 47,1, 


? 


2. Die Reduktionskraft 


wurde genau wie bei A bestimmt. 

136 mg Acetat = 72 mg Starke ergaben 6,9 mg Kupfer. 
Das entspricht 6,1 mg Maltose. Die Reduktionskraft der 
Stiirke betrigt demnach 8,7°/, von der Reduktionskraft der 
Maltose. Andere Bestimmungen ergaben 7,5, 8,3, 9 und 8,6°/.. 








8. [ali = ie 2 +- 222,5° (Chloroform). 
? 0,0449 g- 0,5 
5+ + 1,51° | 
[«}i' = c= ° (Chi ‘m), 
D 0,0684 g-0, + 220,7° (Chloroform) 


In einer zweiten Versuchsreihe betrug der Acetylgehalt 
47,3 und 47,5°/,, die Reduktionskraft 6°/, der Maltose und 
die Drehung + 212,7°. 


Acetat B II. 


Bei der nach B gewonnenen, also der nicht bis zur Ver- 
hornung getrockneten Starke wurde die Acetylierung insofern 
modifiziert, als wir zwecks Vermeidung der Erwirmung eine 
Stunde unter Eis—Kochsalzkiihiung acetylierten; dann wurde 
24 Stunden auf der Schiittelmaschine geschiittelt. Es war 
nach 24stiindigem Schiitteln etwa die Hialfte der Starke gelést; 
der Rest léste sich bei einer zweiten Acetylieruug unter den 
gleichen Bedingungen. Die Weiterbehandlung sowie die Be- 
stimmungen wurden genau wie unter A und BI ausgefihrt. 


1, Acetylbestimmungen. 


a) Durch Verseifung auf dem Wasserbade nach Peiser. 

0,1901 g Acetat verbrauchten 20,5 cem n/10-NaOH = 46,4°/, CH,CO. 

0,1701¢g _,, ‘ 18,4 cem “ = 46,5°/, - 

b) Durch kalte Verseifung mit waBriger Natronlauge nach 
vorherigem Verquellen mit Alkohoi. 


0,1697 g Acetat verbrauchten 18,4 ccm n/10-NaOH = 46,6°/, CH,CO. 
0,2070¢ ,, ‘ 22,2 ccm - = 46,2°/, 


” 
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2. Die Reduktionskraft. 


160 mg Acetat = 86 mg Starke ergeben 4,8 mg Kupfer; 
das entspricht 4,2 mg Maltose. Die Reduktionskraft des ver- 
seiften Acetats betrigt also 5°/, von der Reduktionskraft der 
Maltose. 

-¢  10++1,81° 

‘D ~ 0,094 g-1 

fa}ys = _10- + 1,80° 
0,068 g-1 





= + 192,5° (Chloroform). 





= + 191,2° (Chloroform). 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft danken 
wir fir ihre Unterstiitzung. 
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Kurze Bemerkungen 
zu einigen klinisch wichtigen biochemischen Blutanalysen. 


Von 


K. Samson. 


(Aus der serologischen Abteilung [Prof. Dr. V. Kafka] der Psychiatrischen Universitits- 
klinik der Staatskrankenanstalt Hamburg-Friedrichsberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 14. Dezember 1927.) 








Bei der groBen Beriicksichtigung des physiologischen Ge- 
schehens, wie es heute in der Klinik nétig ist, bedarf es einer 
ganzen Reihe biochemischer Untersuchungsmethoden, um KEin- 
sicht in die Kérpervorginge zu erhalten. Dabei ist es an- 
gebracht, mit méglichst einfachen und méglichst sicher arbeiten- 
den Anordnungen auszukommen. Unter Wahrung der Zu- 
verlissigkeitsgrenze ist es nur so mdglich auch in kleineren 
Betrieben hier mitzuarbeiten, in gréBeren Betrieben aber unter 
Zeitersparnis gréBere Reihenarbeit zu leisten. So miissen wir 
sehen, bei einer Anzahl Analysenmethoden zu méglichster Ver- 
einfachung zu gelangen, wozu hier ein kleiner Beitrag ge- 
geben sei. 

Fiir die heute wohl allgemein bevorzugte Blutzucker- 
methode von Hagedorn und Jensen?) hat kiirzlich Citron?) 
eine Erleichterung bei der Filtration durch Watte angegeben. 
Wohl vielen Nachuntersuchern ist aufgefallen, da8 hiufig bei 
aller Vorsicht die Filtration durch Watte Schwierigkeiten be- 
reitet, indem entweder die Filtration sehr langsam vor sich 
geht, da man die Watte nicht zu lose stopfen darf, oder aber 
im umgekehrten Falle sehr leicht Teile des koagulierten Ei- 





*) Biochem. Zs. Bd. 135 (1923). 
?) Dtsch. Med. Wehschr. 1927, Nr. 29. 
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weiBes durch das Filter treten. Wir selbst haben gefunden, 
daB bei Benutzung angefeuchteter Filter Nr. 597 der Firma 
Schleicher & Schill in Parallelbestimmungen tadellose Resul- 
tate zu erzielen sind. Der kleine 4 cm-Trichter muB bis etwas 
unter dem Rande vom Filter bedeckt sein und die Filtration 
geht dann rasch und sicher vonstatten. 

Bei Bestimmung im Liquor haben wir gefunden, daf bei 
normalen Liquores und bei ganz geringen KiweiBerhéhungen 
eine EnteiweiBung nicht nétig ist, sondern sofort die Bestim- 
mung in der Weise vorgenommen werden kann, dai in einem 
Praparatenglas (30:120 mm) in 12 ccm dest. Wasser 0,1 ccm 
Liquor eingeblasen werden. 2 ccm der Ferricyankalilésung 
wird hinzugesetzt und alsdann zusammen mit einer Kontrolle 
(12 com dest. Wasser und 2ccm der Ferricyankalilésung) 15 Mi- 
nuten gekocht. Es wird wie iiblich weiter behandelt.?) 

Zur Chlorbestimmung im Serum bedarf es unbedingt 
der EnteiweiBung.”) Im Liquor ist dieses Verfahren nicht ndtig, 
so daB mit einer kleinen Menge schnell und sicher gearbeitet 
werden kann. 


In 5 ccm destilliertes Wasser werden 0,1 cem Liquor mit einer in 
1/1000 geteilten Capillarpipette eingeblasen und die Pipette durch wieder- 
holtes Aufziehen und Ausblasen mit der Fliissigkeit ausgewaschen. Man 
fiigt zwei Tropfen einer 3°/,igen Kaliumchromatlésung hinzu. Dann 
werden 4 cem destilliertes Wasser in einem anderen Glischen als Kon- 
trolle mit 1 ecem n/100-Kochsalzlésung versetzt, und auch wieder die 
gleiche Menge Kaliumchromatlésung hinzugefiigt. Die Kochsalzlisung 
wird durch zehnfaches Verdiinnen einer haltbaren n/10-Lésung hergestellt 
(5,85 g Kochsalz, 10 cem konzentrierte Salpetersiure, destilliertes Wasser 
ad 1000,0). Nun titriert man die Kochsalzlésung mit n/100-Silbernitrat- 
lésung bis zum Umschlag der gelben Farbe in einen ganz schwach 
briunlichen Ton. Hierzu verwendet man eine Bangsche Biirette. Der 
gefundene Wert (a) wird notiert abziiglich 0,03 ecm = 1 Tropfen fir 
den Farbumschlag. In gleicher Weise werden die Liquorproben gepriift 
bis sie den gleichen Farbton des Kochsalzkontrollréhrchens haben. 
Wieder wird von dem endgiiltigen Wert (b) 0,03 cem abgezogen. 

Die Berechnung geschieht folgendermaBen: 1,0 cem n/100-Koch- 


’) V. Kafka, Taschenbuch der praktisch. Untersuchungsmethoden, 
If. Aufl., Springer, Berlin 1927. 
”) Nitschke, Biochem. Zs. Bd. 159 (1927). 


Z 
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salzlésung = 0,000585 g Kochsalz = 0,000355 g Chlor entsprechen a (ge- 
fundene Zahl in der Kontrolle) ccm Silbernitratlésung. 0,1 cem Liquor 
entsprechen } (gefundene Zahl in der Liquorprobe) ccm Silbernitrat. 
Da a cem Silbernitrat 0,000585 g NaCl entsprechen, so sind 1 ccm 


Silbernitrat = ~ 0,000585 NaCl und 6 cem Silbernitrat = . - 0,000585 g 
Kochsalz. In 100 cem Liquor sind also : - 0,585 g Kochsalz oder 
- 0,355 g Chlor. 


Bei der sonst recht brauchbaren Harnsaiuremethode 
von Folin und Wu ist es gelungen, eine weitere Vereinfachung 
einzufiihren. Die urspriingliche Methode ist bei Pincussen?) 
genau beschrieben. Unsere Methode gestaltet sich folgender- 
maBen: 

A. Prinzip: Aus dem nach Folin-Wu_ enteiweiften 
Blute werden mit milchsaurem Silber Chloride und Harnsiure 
gefillt und der Niederschlag abzentrifugiert. Der Niederschlag 
mit Hilfe von Salzsiure—Kochsalzlésung und Natriumcyanid in 
Lésung gebracht und mit Phosphorwolframsiure eine blaue 
Farbe erzeugt, die im Colorimeter gegen eine Standardlésung 
gemessen wird. 


B. Reagenzien: 1. Lithiumoxalat (eventuell Kaliumoxalat). 2. Zur 
EnteiweiBung: a) 10°/,ige wiBrige Lésung von Natriumwolframat. 
b) 2/3 n-Schwefelsiiure (2 Vol. n-Schwefelsiure und 1 Vol. dest. Wasser). 
3. Zur Harnsiurefillung: ‘Silberlactat 10 g, konz. Milchsiure 10 ccm, 
Aq. dest. ad 200 ccm in dunkler Flasche! 4. Zur Lésung des Nieder- 
schlages: a) Natriumchlorid 10,0 g, n-Salzsiiure 10,0 cem, Aq. dest. ad 
200 cem. b) 10°, waBrige Natriumsulfitlésung. cc) 5°/, wiBrige 
Natriumeyanidlésung in dunkler Flasche! (Sebr giftig!) 5. Zur Er- 
zeugung der Farbe: a) 20°/, wifrige Natriumcarbonatlésung. b) Folin- 
sche Harnsdurereagens: 100 g Natriumwolframat werden mit 80 cem 
84°/, Phosphorséure (spez. Gewicht 1,70) und 750 cem Wasser drei 
Stunden unter zeitweisem Ersatz des verkochten Wassers unter dem 
Abzug gekocht. Nach dem Abkihlen wird auf 1 Liter aufgefiillt. 
Farbe: hellgriin. 

C. Glassachen: 1. Einige Zentrifugengliser: Inhalt 25 cem, Even- 
tuell kénnen kleinere benutzt werden (s. u.). 2. Einige MeBkolben mit 
Glasstopfen zu 20 und 50 ccm. 3. Einige kleine Trichter von 4 und 
8 em Durchmesser. 4. Einige kleine Glasstibe von 15—20 cm Liinge. 


1!) Mikromethodik, III. Aufl, Thieme, Leipzig 1925, auf Seite 127. 
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D. Ausfiihrung: 1. Blutgewinnung. Zur Harnsiurebestimmung 
ist es giinstiger, das Blut statt mit Kaliumoxalat mit Lithiumoxalat un- 
gerinnbar zu machen (50 mg auf 20 ccm Blut). 


2. EnteiweiBung. 5—10ccm Blut werden mit der gleichen Menge 
destilliertem Wasser in einem 50 cem-MeBkolben himolysiert. Um Schaum- 
bildungen zu vermeiden, kann man 1 Tropfen Octylalkohol (Kahlbaum) 
zusetzen. Es wird ein der Blutmenge gleicher Teil 10°/, Wolframatlésung 
(B 2a) zugesetzt und umgeschiittelt. Tropfenweise unter leichtem Um- 
schwenken wird dann mit abermals dem gleichen Teil 2/3 n-Schwefel- 
siiure (B 2b) die Wolframsiure in Freiheit gesetzt und das Eiwei8 aus- 
gefailt. Es wird mit Wasser auf 50 ccm aufgefillt und nach Durch- 
mischen 10 Minuten gewartet, worauf durch ein nicht zu groBes Filter 
(Trichter etwa 6—8 cm Durchmesser) in ein reines Gefa8 abfiltriert wird. 
Bei einer Blutausgangsmenge von 5 cem erhilt man leicht 25—30 ecm, 
bei 10 cem Blut etwa 20—25 cem Filtrat. 


3. Harnsiurefillung. Von dem Filtrat wird ein bestimmter Teil, 
meist 20—25 cem in ein groBes Zentrifugenglas iiberfiihrt und die diesem 
Filtratteil entsprechende Blutmenge notiert (siehe auch Berechnung). 
Beispiel: 5,0 cem angewendet, 25 ccm Filtrat erhalten, das entspricht 
2,5eem Blut. Oder: 8cem Blut angewendet, 20 ecm Filtrat in das 
Zentrifugenglas gebracht = 3,2 cem Blut. Sollten Zentrifugengliser in 
dieser Gré8e nicht vorhanden sein, so kann man das Filtrat auch auf 
zwei kleinere Glaser verteilen. Zu je 20—25 ccm Filtrat fiigt man nun 
4 ccm der Silberlactatlésung (B 3) und riihrt mit Glasstab um. Es ent- 
steht ein Niederschlag von chlor- und harnsaurem Silber. Der Nieder- 
schlag wird sofort abzentrifugiert. Nach dem Abzentrifugieren iiberzeugt 
man sich durch Zugabe eines Tropfens Lactatlésung, daB alles gefillt 
ist, was meistens der Fall ist. Tritt Triibung ein, so mu8 nochmals 
2 cem der Fillungsfliissigkeit zugesetzt und wieder abzentrifugiert werden. 
Die klare iiberstehende Fliissigkeit wird abgegossen. 

4, Lésung des Niederschlages: Zu dem Niederschlag wird 4 ccm 
der Kochsalzsiurelésung (B 4a) hinzugefiigt und mit einem Glasstab der 
Niederschlag gut aufgerihrt. Durch einen kleinen Trichter ohne Filter 
wird der aufgeriihrte Niederschlag in 20 cem-MeBkélbchen iiberfiihrt. 
Mit 8-3 cem wird hintereinander das Zentrifugenglas ausgespiilt und 
jedesmal die Spiilfliissigkeit in den MeBkolben gegossen. Hat man die 
Fillung in zwei kleinen Glisern vorgenommen, so wird dieser ganze 
Vorgang mit entsprechend halbierten Mengen mit beiden Glasern aus- 
gefiihrt, so daB sich auch hier der gesamte Niederschlag in einem MeB- 
kélbchen befindet. Zusatz von 0,5 cem Natriumsulfitlésung (B 4b) und 
1,5 ccm Natriumcyanidlésung (B 4c) (sehr giftig, nur aus Biirette, nie 
aus Pipette einfiillen!) klirt nun die Flissigkeit bei kriftigem Um- 
schwenken vollkommen: alles Silbersalz ist in Lésung gegangen. 

5. Farbenerzeugung: Zu der klaren Filiissigkeit werden 2,0 ccm 
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20°/,iger Carbonatlésung (B 5a) zwecks Alkalisierung hinzugefiigt. Nach 
Umschwenken folgen genau 0,5 ccm des Harnsiurereagens (B 5b) und 
es wird auf 20 ccm mit Wasser aufgefillt. Nach gutem Durchmischen 
wird die entstandene blaue Farbe nach 30 Minuten im Hellige-Colori- 
meter mit einem Standardkeil gemessen. Wenn man einen solchen nicht 
besitzt, ist die Messung mit der unter E angefiihrten Harnsiure-Standard- 
lésung unter Anstellen einer Vergleichskontrolle auch in anderen Colori- 
metern méglich. Dies letztere Verfahren ist aber etwas umstindlicher 
(Ss. U.). 

6. Berechnung: Im Colorimeter ergab sich eine Farbengleichheit 
bei Skalenteil 33. Aus der beigelegten Tabelle ergibt sich dafiir ein 
Grehalt von 0,23 mg Harnsaure in 20 cem Fliissigkeit. Wurde urspriing- 
lich 8 ecm Biut verwendet und nach EnteiweiBung im 50 ccm-Kolben 
von dem Filtrat 20 cem genommen, so ist diese Harnsiuremenge von 








. 8-20 
0,23 mg in as 8,2 ccm Blut enthalten gewesen. In 100 ccm Blut 
; 0,23 - 100 i 
sind also — se 7,2 mg Harnsiure, d. h. 7,2 mg Prozent enthaliten. 


? 
Der Normalwert bei purinfreier Ernahrung ist 1,5—3 mg Prozent. 


7. Ist die endgiiltige Farbe so dunkel, daB ein Vergleich mit dem 
Keil nicht mehr méglich ist, so wird folgendermaBen verfahren. 10 cem 
der fertigen Harnsiiurefarblésung (D 5) werden aus dem 20 ccm Kolben 
in einen neuen gleich groBen iiberfiihrt. Hinzu fiigt man der Reihe 
nach: 0,25 cem Sulfitlésung (B 4b), 0.75 eem Cvonidliésung (B 4¢), 1,0 ccm 
20°/, Carbonat (B 5a) und genau 0,25 em. resgens (B 5b). Es 
wird auf 20 ccm mit Wasser aufgefiillt ind ua - slinuten abermals 
verglichen. Bei der nun folgenden Berecuuung mu8 man beriicksichtigen, 
daB die Lésung auf die Hilfte verdiinnt ist und also der endgiiltig ge- 
fundene Harnsiiurewert verdoppelt werden muB. 


EK. Zum Eichen einer Kurve!), bzw. zum Herstellen 
einer Vergleichslésung von Harnsiure werden 100 mg dieser 
Substanz (auf der Analysenwage genau gewogen) in 15 ccm 
0,4 °/, waBriger Lithiumcarbonatlésung gelést und unter 
Nachspiilen quantitativ in einen 1000 ccm-MeBkolben iber- 
fiihrt. Hinzu kommen 500 ccm 20 °/, Natriumsulfitlésung 
(nach Herstellung gut filtriert) und 25 ccm Formalin. Dann 
wird auf 1000 ccm aufgefillt und gut durchgemischt. Die 
Lésung wird zu je 100—200 ccm in dunkle Flaschen ab- 


) Wir haben von der Firma Hellige, Freiburg, einen blauen 
Farbteil, der fiir eine etwas kompliziertere andere Harnsiuremethode 
geliefert war, ausgezeichnet benutzen kénnen. 
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gefillt und nach Verschlu8 mit Gummikorken Kopf und Hals 
der Flasche mit Paraffin iiberzogen. Solange die Flaschen 
geschlossen bleiben, halten sie sich im LHisschrank etwa 
1/, Jahr, die einmal gedfinete Flasche ist nur noch 4 Wochen 
haltbar. 

Von dieser Lésung, die in 1 ccm 0,1 mg Harnsiiure ent- 
halt, werden in 5 groBen Zentrifugenglisern je 0,5; 1,0; 2,0; 
3,0; 4,0 ccm (entsprechend 0,05; 0,1 usw. mg Harnsiure) sehr 
genau abgemessen mit 4 ccm 0,9°/, Kochsalzlésung versetzt 
und auf 20 ccm mit Wasser aufgefiillt. Es wird weiter die 
Silberfallung (D3) und die iibrigen Manipulationen wie oben 
vorgenommen. Die endgiiltig erhaltenen Farblésungen werden 
nach einer halben Stunde im Colorimeter gemessen und die 
erhaltenen Werte notiert. Zeichnet man nun auf Millimeter- 
papier in einem Ordinatensystem auf der Abszisse im Abstand 
von je 4 cm fiir 0,1 mg Harnsiiure die Werte der Harnsiure- 
standardlisung, die verwendet wurde (also 0,05; 0,1 usw.) auf 
und trigt auf der Ordinate die Skalenwerte von 1—100 des 
Hellige-Colorimeters ein, so kann man fiir jeden oben ge- 
fundenen Skalenwert einen,entgprechenden Punkt im Ordinaten- 
system aufzeichnen. Dié™ Harnsiuree. dieser Punkte muB eine 
gerade Linie geben, aus dr Yif® 1%U}sdann bei Bestimmungen 
die Harnsiurewerte in der ‘oth angegebenen Weise berechnen 
kann. Kleine Abweichungen von der geraden Linie sind miég- 
lich. Es wird bei der Kurvendarstellung eine mittlere Linie 
gewahit. 

Zur Bestimmung in anderen Colorimetern wird parallel 
mit den Harnsiurebestimmungen im Blut in einem 20 ccm- 
Kolben 2 ccm Harnsiurestandardlésung eingefillt, etwa 10 ccm 
Wasser dazugetan, und wie unter D4 u. 5 ausgefiihrt, der 
Reagenzienzusatz vorgenommen. Nach einer halben Stunde 
wird die Schichtdicke im Colorimeter gemessen und daraut 
in der iiblichen Weise die Harnsiurekonzentration errechnet. 

Von der Originalmethode von Folin und Wu unter- 
scheidet sich unsere in der Hauptsache dadurch, daB der Harn- 
siureniederschlag mit Kochsalzsiure und Cyanid véllig wieder 
gelést wird, zusammen mit dem Chlorniederschlag, wihrend bei 
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ersterem Verfahren die Liésung nur mit Kochsalz-Salzsiure 
stattfindet und der Chlorniederschlag nochmals abzentrifugiert 
werden muB. Dabei scheint bei unserem Verfahren der Lésungs- 
prozeB sicherer zu sein, da bei dem Originalverfahren leicht 
Harnsaurereste im Chlorsilberniederschlag zuriickgehalten wer- 
den. Gleichzeitig wird die Bestimmungszeit wesentlich ver- 
kiirzt und die ganze Manipulation iibersichtlicher. 

Die Wichtigkeit der Blutzuckerbestimmung braucht nicht 
noch einmal hervorgehoben zu werden. Der Chlorbestimmung 
kommt bei den Nierenerkrankungen eine zunehmende Rolle zu 
und auch im Liquor ist die Aufdeckung seiner Menge nicht 
ohne Belang. Was endlich die Harnsiure betrifft, so diirfte 
trotz der groBen Schwankungsweite ihres Blutspiegels, noch 
mit einfacher Methode an gréBerem Material ihr Verhalten 
nicht nur bei der Gicht, sondern auch im iibrigen Stoffwechsel- 
geschehen steigende Beachtung zu schenken sein. 























Zur Kenntnis der in der Milch vorhandenen Phosphatide. 


Von 


Georg Bischoff. 


(Aus der Kinderklinik der Universitat Greifswald.) 
(Der Redaktion zugegangen am 21. Dezember 1927.) 


Die Angaben in der Literatur iiber das Vorkommen von 
Phosphatiden in der Milch sind bis heute widersprechend ge- 
blieben. Obwohl schon friih (Strecker’) auf Atherléslichen 
Phosphor in der Milch hingewiesen und dieser fiir Lecithin 
angesehen wurde und auch die Bekanntgabe einer Reihe von 
Verfahren zur quantitativen Bestimmung von Milchlecithin und 
und Kephalin erschien, haben doch diese Befunde auf der 
anderen Seite ebenso heftigen Widerspruch gefunden (Nejgovan, 
SchloBmann).”) 

Die Ursache fiir diese differierenden Ergebnisse ist in der 
Schwierigkeit zu suchen, einerseits aus wiBrigem Medium, 
andererseits aus scharf getrocknetem Substrate mittels Ather 
und Chloroform Phosphatide annihernd quantitativ zu extra- 
hieren. Ein weiterer Grund hegt im Fehlen qualitativer Ana- 
lysierungsversuche, nur Koch (a. a. QO.) will nach Zusatz von 
Platinchlorid zu seinem Extrakt Myelinformen unter dem 
Mikroskop gesehen haben. 

Hier ist nun der Versuch gemacht, aus groBen Trocken- 
milchmengen, in kleinem MaBstab auch aus Butter, unter Um- 
gehung der obengenannten Schwierigkeiten Lecithin priparativ 





1) Liebigs Ann. der Chem. Bd. 148, 8. 80 (1868). 
*) Oppenheimer, Handb. der Biochemie Bd. 4, S. 798 (1925). 
Dort ausfihrlicher Literaturnachweis. 
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darzustellen und es dann durch analytische Methoden zu iden- 
tifizieren. 

Die so erhaltenen und vielfach gereinigten Produkte zeigen 
folgende EKigenschaften: 


A. Milch. 


Das Lecithin erweist sich als eine braune, knetbare 
Masse, von lecithinihnlichem Geschmack. Nach scharfer Trock- 
nung im Exsiccator iiher Schwefelsiure wird es spréde und 
zerreibbar. Es ist in Alkohol, Ather und Chloroform gut 
léslich, Brom in Kisessig wird addiert. 


. Aus alkoholischer Lésung entsteht auf Zusatz von Aceton 
eine Fallung, nach Zugabe von alkoholischer Cadmiumchlorid- 
lésung ein voluminéser, reinweiBer Niederschlag, der sich aus 
der von Willstitter ') angegebenen Alkohol—Essigestermischung 
umkrystallisieren liBt und die ebenfalls von Willstitter be- 
schriebenen farblosen Nadelbiische zeigt. Die Nadeln schwinden 
bei Verdunsten der Lésung rasch. Getrocknet ist das Doppel- 
salz weib, pulverisierbar, hygroskopisch und zeigt dieselben 
Léslichkeitsverhaltnisse, wie das von Strecker (a. a. QO.) an- 
gegebene Salz, d.h. ist wenig léslich in Alkohol, Ather und 
einer Mischung beider, aber léslich in salzsaurem Alkohol. 


Trotz mannigfachen Versuchen ist das Lecithin nicht ganz 
rein zu erhalten. Der Phosphorgehalt bleibt zu_niedrig, 
wahrend der Stickstoffgehalt iiber der Norm liegt, was hiaufig 
auch von anderen Autoren bei der Lecithindarstellung an- 
gegeben wird. Des weiteren erwies sich ein Teil (etwa ?/,) 
des Stickstoffs als Aminostickstoff, was auf eine Beimischung 
von Kephalin hindeutet. 


Als typischer Bestandteil des Lecithins kann das Cholin 
nachgewlesen werden. 

Die kephalinartige Substanz: Etwa '/, des praparativ 
dargestellten Rohlecithins macht eine Substanz aus, die wir als 
Rohkephalin betrachten méchten. Sie ist ebenfalls in Ather 


1) Chem. Ber. Bd. 37, S. 3753 (1904). 
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und Chloroform léslich, unléslich in Aceton und auch in Alkohol. 
Ungefahr '/, des Gesamtstickstoffs besteht aus Aminostickstoff. 
Der Aminoithylalkohol (Colamin) als typischer Bestandteil des 
Kephalins ist nachweisbar. Von einer Analysierung dieser 
stark verunreinigten kephalinartigen Substanz wurde abgesehen. 


B. Butter. 


Phosphatide: In der Butter finden sich nur sehr geringe 
Mengen einer Substanz, die aus alkoholischer Lésung nach 
Zusatz von Aceton ausfillt und ein oben _ beschriebenes 
Cadmiumdoppelsalz gibt. 

Die geringe Menge lat eine weitere Reinigung nicht zu, 
die erhaltenen Werte fiir Stickstoff und Phosphor weisen aber 
neben dem sonstigen Verhalten der Substanz auf Phospha- 
tide hin. 

Wenn hier unter allem Vorbehalt ein quantitativer Ver- 
gleich gezogen werden darf, so stimmen, auf Phosphor um- 
gerechnet, die hier erhaltenen Mengen gut mit den von 
W. J. Gies und I. Greenwald!) angegebenen Werten fiir 
itherléslichen Phosphor in ,,Butterél“ iiberein. 

Dagegen bleiben die Phosphatidmengen, die hier aus der 
Gesamtmilch herausgearbeitet wurden, hinter denen zuriick, 
die sich in der iibrigen Literatur aus dem Atherléslichen 
Phosphor der Milch berechnen lassen, besonders hinter denen 
von Hess und Helman.’) 

Aus allem geht hervor, daf bei der Butterbereitung nur 
Spuren von Phosphatiden in das Fett iibergehen, wihrend die 
Hauptmenge in der Buttermilch zuriickbleibt. Hieraus kann 
der SchluB gezogen werden, dafi die Phosphatide der Milch 
nicht an das Fett, sondern an den wasserléslichen Teil der 
Milch gebunden sind (dem ,Serum“ im Sinne Hammarstens). 
Auch hieriiber herrschte bisher in der angegebenen Literatur 
keine einheitliche Auffassung. 





1) Zit. von Osborne u. Wakeman, Jl. of Biol. Chem. Bd. 21 
(1915) 
2) Jl. of Biol. Chem. Bd. 64, S. 781 (1925). 
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Methodischer Teil. 


Phosphatiddarstellung aus der Milch. 


500 g Trockenmilch werden mit 2 Liter 96°/, igem Alkohol 
auf dem Wasserbad am RiickfluBkihler 1/, Stunde zum Sieden 
erhitzt und noch heiB abgenutscht. Das Filtrat bleibt zwolf 
Stunden im Eisschrank stehen. Der gelblichweiBe Bodensatz 
besteht aus Butter. Er wird filtriert, das Filtrat im Vakuum 
und CO,-Strom bis auf 200 ccm eingeengt und wieder zwolf 
Stunden kalt gestellt. Vom festen gelben Niederschlag und 
einem dariiber befindlichen dicken braunroten Ol wird eine klare 
braune Fliissigkeit durch Dekantieren gewonnen. Es werden so 
3 Fraktionen (Butterfett, Ol und klarer Extrakt) erhalten. Die- 
selben 500 g Trockenmilch werden noch 5mal wie oben extrahiert. 

Auf diese Weise werden im ganzen 10 kg Trockenmilch ver- 
schiedener Provenienz, 80 Liter Milch entsprechend, verarbeitet. 

Alle 3 Fraktionen werden je miteinander vereint. Das Butter- 
fett (etwa 2 kg) wird 10 mal mit je 1 Liter, das Butterél (750 g) 
10 mal mit je 3/, Liter warmem Alkohol geschiittelt und die Ex- 
trakte nach Erkalten ebenfalls zum Hauptalkoholextrakt getan. 

Dieses wird im Vakuum und CO,-Strom vom Alkohol 
befreit, die hinterbleibende Substanz erschépfend mit Ather 
aufgenommen, letztere wieder verdampft und der Riickstand 
mit Alkohol ausgeschiittelt. Es entsteht eine alkohollésliche 
(Rohlecithin) und eine alkoholunlésliche Fraktion (Rohkephalin). 

Die alkohollésliche Fraktion wird in Ather aufgenommen 
und in eisgekiihltes Aceton eingetragen. Es fallt ein flockiger 
weiBer, sich bald gelblich zusammenballender Niederschlag. 
Aus der Mutterlauge durch Einengen eine weitere Fiallung. 
Ausbeute etwa 15 g Rohlecithin. 

In gleicher Weise wird die alkoholunlésliche Fraktion 
(Rohkephalin) mit Aceton gefallt; Ausbeute etwa 7 g (Rohkephalin). 

Das Rohlecithin wird jetzt wiederholt, wie beschrieben, 
mit Alkohol, Ather und Aceton behandelt. Da Stickstoff- 
analysen eine noch ungeniigende Reinheit ergeben, wird das 
Lecithin 2 mal nach der Methode von Mac Lean?) in Wasser 





1) Biochem. Journ. Bd. 8 (1914). 








a 
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emulgiert und mit Aceton gefallt. Das Produkt wird scharf 
im Exsiccator tiber Schwefelsiure getrocknet und analysiert. 

20,745 mg Substanz verbrauchen 22,52 cem n/10-Ba(OH), fiir C; 
20,78 eem n/10-Ba(OH), fiir H.') 

22,25 mg Substanz verbrauchen 24,19 ccm n/10-Ba(OH), fiir C; 
22,99 cem n/10-Ba(OH), fiir H. 

77,11 mg Substanz verbrauchen 13,95 cem n/100-H,SO, fiir N. 


26,50 mg a 9 4.89 ccm ‘ » 
28,82 mg » geben 64,68 mg Molybdat = 0,939 mg P.?) 
21,32 mg - » 49,02 mg a = 0,712 mg P. 
Standardwerte fiir Lecithin von Levene und West.’) 
65,6 %/, C 10,79°/, H 1,74°/, N 3,86°/, P 
Gef. 65,13 10,14 2,53 3,34 
65,23 10,41 2,59 3,26. 


(Herrn Dr. Strack, Assist. am physiolog. Institut hier- 
selbst, danke ich fiir die freundliche Unterstiitzung bei An- 
fertigung der Kohlenstoff—Wasserstoff bestimmungen.) 

100 mg Milchlecithin werden mit 20 ccm n/2-H,SO, 
24 Stunden im Sandbad am RiickfluBkiihler erhitzt, die Schwefel- 
siure mit Bariumcarbonat entfernt, filtriert und eingeengt. 

Sie geben 0,32 ccm N bei 20° C u. 752 mm = 0,369 mg N.*‘) 

Cholinchloroplatinat: Etwas Lecithin wird wie oben hydro- 
lysiert und behandelt. Der eingedampfte Riickstand wird mit 
HCl-Alkohol aufgenommen und mit Platinchlorid versetzt. Es 
scheidet sich nach lingerem Stehen ein Niederschlag ab, der 
aus wenig Alkohol umkrystallisiert wird. Er erweist sich unter 
dem Mikroskop als das charakteristische Platinsalz und gibt 
die Perjodidreaktion. Zersetzungspunkt bei 230°. 

Das ahnlich hergestellte Goldsalz zeigt lange feine Nadeln. 

Die Analyse des Rohkephalins ergibt keine iibereinstim- 
menden Werte. Von einer Reinigung wird abgesehen. Im 


Durchschnitt finden sich 
1,56°/, N 2,84°/, P. 





1) Analysen nach Lindner, Zs. f. analyt. Chemie Bd. 66, 5. 305 
1925). 

*) Mikrobestimmung des Phosphors. Pregl. 

8) Jl. of Biol. Chem. Bd. 33, S. 111 (1918). 

*) Analyse nach van Slyke, Abderhalden, Methoden, Abt. 1, 
Teil 7. 
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Doch werden 99,6 mg Substanz wie das Lecithin hydro- 
lysiert und der Amino-N nach van Slyke bestimmt. Sie 
geben 0,45 com N bei 22° und 755 mm = 0,52 mg N. 

Colamin: Etwas Rohkephalin wird wie oben hydrolysiert 
und behandelt. Ein Teil des eingedampften Filtrats wird mit 
CaO verrieben, und mit Atherischer Pikrolonsiure im Soxhlet 
extrahiert (Methode von Thierfelder und Schulze).') Deut- 
licher Niederschlag in Ather, typische Nadelbiischel (Knorr)?) 
mit einem Schmelzpunkt von 221° (unkorr,). 

Kin anderer Teil des Filtrats gibt eine intensive Lieben- 
sche Jodoformreaktion (Frinkel und Cornelius).%) 


Darstellung der Phosphatide aus Butter. 


250 g Butter werden mit 300 ccm Alkohol im siedenden 
Wasserbad erhitzt, bis zum Erkalten geschiittelt, das Alkohol- 
extrakt dekantiert. Diese Prozedur wird 6 mal wiederholt, die 
vereinigten Alkoholextrakte im Vakuum auf 100 ccm eingeengt 
und nach 12 stiindigem Stehen im Kisschrank dekantiert, der 
Alkohol des Dekantats verdampft, der Riickstand mit Ather 
erschiépfend aufgenommen, filtriert, der Ather verdampft. Der 
Riickstand wird mit 10 ccm Alkohol aufgenommen, filtriert, 
mit gesittigter alkoholischer Cadmiumchloridlésung  gefallt. 
Der Niederschlag wird scharf zentrifugiert, von der Mutter- 
lauge durch Dekantieren befreit und dann aus 3 ccm Alkohol-— 
Essigestermischung umkrystallisiert. Die Ausbeute vdllig ge- 
trockneten Salzes schwankt bei den verschiedenen Versuchen 
zwischen 15 und 25mg. Im Durchschnitt finden sich fiir das 
Butter-Lecithin CdCl, 

2,29°/, N 2,85°/, P. 

Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft bin ich 
fir Uberlassung der erforderlichen Mikroapparate zu Dank 
verpflichtet. 


1) Diese Zs. Bd. 96, S. 296 (1915). 
*) Chem. Ber. Bd. 30, 1. S. 909 (1897). 
®) Chem. Ber. Bd. 51, 2, S. 1654 (1918). 




















Wher die chemische Zusammensetzung der Blutplattchen. 


Von 


F. Haurowitz und J. Sladek. 


(Aus dem medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitat in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 3. Dezember 1927.) 


Durch fraktioniertes Absetzen leBen sich Thrombocyten 
frei von Erythrocyten und nahezu frei von Leukocyten er- 
halten. Trotzdem die vollstandige Reindarstellung nicht ge- 
lang, seien einige analytische Daten mitgeteilt, da unseres 
Wissens Analysen von Thrombocyten bisher nicht vorliegen. 

Zur Darstellung wurden 10 Liter Pferdeblut mit dem 
gleichen Volumen Citratlésung (0,75°/, Natriumcitrat und 0,9°/, 
NaCl) gemischt. Nach mehrstiindigem Stehen wurde das klare 
Plasma durch Abheben entfernt, dann mit einem neuen Glas- 
rohr die weiBliche Schicht, die sich zwischen Plasma und Ery- 
throcyten abgesetzt hatte, abgezogen. Sie enthielt auf Grund 
einer Ziithlung mittels Zeiss-Thomascher Zihlkammer Leuko- 
cyten und Blutplattchen im Verhiltnis 1:54. Durch mehr- 
maliges scharfes Zentrifugieren mit 0,9°/, NaCl-Lésung wurden 
die Zellen von Plasma vollstindig befreit, dann mit 0,9°/, 
NaCl aufgeschwemmt und 15 Stunden in einem 1 Liter-MeB- 
zylinder der freiwilligen Sedimentierung tiberlassen. Die Leuko- 
cyten setzten sich als dichter, weifer Niederschlag am Boden 
ab, wihrend iiber ihnen in einer triiben Suspension die Haupt- 
menge der Thrombocyten schwebte. Durch Abheben derselben 
und dreimaliges Wiederholen des Vorganges wurde eine Sus- 
pension erhalten, die nur mehr einen Leukocyten auf etwa 
2000 Thrombocyten enthielt. Diese diente zu den im fol- 
genden beschriebenen Analysen. Es mu jedoch bemerkt 
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werden, daB der durch die Leukocyten verursachte analytische 
Fehler gréBer ist als 1: 2000, da die Masse eines Leukocyten 
wesentlicher gréBer ist als jene eines Thrombocyten. Immer- 
hin léB8t sich die Zusammensetzung der Thrombocyten an- 
nihernd feststellen. 

Wir erhielten aus 10 Liter Pferdeblut 0,434 g Trocken- 
substanz. Die Analyse derselben ergah die Werte der Ta- 
belle. Da die Thrombocyten genetisch auf rote wie auch 
wei8e Blutkérperchen zuriickgefihrt worden sind, seien ver- 
gleichsweise die Werte fiir die Zusammensetzung der Leuko- 
cyten?) angefiihrt. 

















Thrombocyten Leukocyten 
EiweiBstofle. . . .... 71 (%, 69 5 
a a 12 22 
(und zwar Cholesterin) . .. L7 7,4 
ee ee ee 5,5 1,84 
(und zwar Calcium) . . . 0,074 0,04 


Von den himoglobinfreien Schatten der Erythrocyten 
unterscheiden sich die Thrombocyten durch ihren geringen 
Gehalt an Atherléslichen Substanzen, sowie durch ihren Reich- 
tum an EKiweifstoffen, wie aus den Resultaten unserer voran- 
gehenden Arbeit erhellt. 

Belege. 0,0868 g Subst. (110°) = 9,82 mg N (Kjeldahl) bzw. 
61,4 mg EiweiB; 0,0868 g = 10,2 mg iitherléslicher Substanzen ; darin colori- 


metrisch 1,5 mg Cholesterin gefunden; 0,0868 g = 4,8 mg Asche, darin 
0,064 mg Ca (= 0,32 cem n/100-KMnO, bei Titration nach Clark). 





') Hammarsten, Lehrb. d. physiol. Chem. 1922, S, 288. 





Zur Frage des Vorkommens einer lactacidogenartigen 
Substanz in Driisen. 


II. Mitteilung. 
Von 
F. Krause. 


Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Heidelberg ) 


(Der Redaktion zugegangen am 22, Dezember 1927,) 


In einer friitheren') Arbeit wurde untersucht, ob die 
Phosphorsiure- und Milchsiurebildung im Driisenbrei aus der 
gleichen Substanz herriihre, wie beim Muskel, niimlich aus 
Hexose-Monophosphorsiure. Es konnte die Vermutung aus- 
gesprochen werden, daB dies nicht der Fall sei. Diese Ver- 
suche wurden fortgesetzt und ihr Ergebnis, tiber das in vor- 
liegender Arbeit berichtet werden soll, lieferte einen weiteren 
Hinweis dafiir, daB fiir diese beiden Saéuren Hexose-Mono- 
phosphorsiure in der Driise als Muttersubstanz nicht in Be- 
tracht kommt. 


Beim Muskel konnte von Fletcher’) und Hopkins’) zuerst und 
im weiteren Verlauf von Embden’) und Meyerhof*) gezeigt werden, 
daB bei der Tatigkeit des Muskels Phosphorsiure und Milchsiure frei 
werden. Die Zunahme beider Siuren wurde dabei am isoliert arbeiten- 
den Muskel schon nach sehr kurzer Titigkeit deutlich. Wir versuchten 
jetzt, methodisch iihnliche Versuche an Driisen anzustellen. Der Weg, 
den wir dabei wihlten, mufte ein anderer sein als beim Muskel, denn 
eine isolierte Driise kann man nicht durch Nervenreize zu spezifischer 
Titigkeit anregen, wie es beim Muskel sehr leicht gelingt. Unter- 
suchungen mit dem gleichen Zweck und ihnlicher Methodik, wie wir 
sie anwandten, wurden schon friiher von dem Franzosen Camis’) an- 
gestellt. Von den beiden Submaxillardriisen des Hundes wurde von 
dem Autor die eine nach Kiihlung durch Eiskompressen sofort exstirpiert, 
die zweite, nachdem sie 10—20 Minuten von der Corda tympani aus 
faradisch gereizt war. In beiden Driisen wurde der Gehalt an an- 

16* 
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organischer Phosphorsiure bestimmt. Dabei zeigte sich, da8 sowohl in 
der durch die Reizung ermiideten Driise, als auch in dem aus ihr ab- 
flieBenden Blut Steigerungen der anorganischen Phosphorsiure nach- 
zuweisen waren, die zwar den Ausgangswerten in der ruhenden Driise 
gegeniiber absolut recht klein waren, aber doch bedeutend ins Gewicht 
fielen, wenn man die prozentische Differenz ausrechnete. Camis zieht 
allerdings nur den Schlu8, daB ,,dans les glandes aussi, comme dans 
les muscles, existe une substance complexe, dont provient, par clivage, 
lacide phosphorique, que nous voyons apparaitre en quantité majeure 
i état de l’activité fonctionelle“, wiihrend er, wie aus der Arbeit er- 
sichtlich, scheinbar an eine lactacidogenartige Substanz denkt. ~ 

Wir wihlten in unseren Versuchen ebenfalls, weil wir zu Ver- 
gleichszwecken ein paariges Organ brauchten, die Speicheldriisen des 
Hundes, und zwar nahmen wir aus ZweckmabBigkeitsgriinden die Parotis 
fiir unsere Untersuchungen, weil sie operativ am leichtesten zugiinglich ist. 
Wir gingen dabei ahnlich vor, wie der franzésische Autor. Es schien 
uns allerdings von vornherein zweifelhaft, da8 wir zu verschiedenen 
Werten bei der ruhenden und der titigen Driise kommen wiirden, aus 
dem Grunde, weil bei der in situ gelassenen, also gut mit Blut ver- 
sorgten Driise, der Abtransport der event. bei der Titigkeit gebildeten 
Stoffe so vollkommen erfolgen kénnte, da’ keine nachweisbare An- 
hiufung eintreten wiirde. 


Die Hunde kamen in Morphinnarkose zur Operation. Es wurde 
Wert darauf gelegt, daB sie, solange die fiir die Bestimmung des Ruhe- 
gehaltes an Phosphorsiure und Milchsiiure dienende Driise noch nicht 
exstirpiert war, keinen Ather zur Narkose erhielten, weil wir eine 
Reizung der Speicheldriise durch Ather vermeiden wollten. Wenn die 
Morphinnarkose nicht ausreichte, wurde die ruhende Driise in Lokal- 
aniisthesie herausgenommen. Die eine Parotis wurde also sogleich 
exstirpiert, und zwar so, daB die Driise zuniichst unter peinlichster 
Schonung der GefiBe, die von riickwirts an sie herantreten, aus ihrer 
Hiille herausgeschilt wurde. Dann wurden moéglichst rasch die Gefiibe 
abgeklemmt, die Driise herausgeschnitten und momentan in fliissige Luft 
geworfen. Der ganze Vorgang vom Durchtrennen der GefiBe bis zum 
Eintauchen in fliissige Luft dauerte in den letzten Untersuchungen nicht 
linger als 10—1i5 Sekunden. Nach Herausnahme der ruhenden Driise 
wurde die Wunde provisorisch geschlossen und dem Hund Pilocarpin 
injiziert. Wir sahen von einer Reizung der zur Driise ziehenden Nerven 
ab, weil die Kontrolle der stirkeren Sekretion durch Anlegung einer 
Speichelfistel im akuten Versuch zu zeitraubend und umstindlich war. 
Auf der Héhe der Pilocarpinwirkung, die immer lingere Zeit anhielt, 
wurde die andere Parotis exstirpiert und auf die gleiche Weise weiter 
verarbeitet wie die ruhende. Nach Barcroft und Kato®*) fillt nach 
Pilocarpinreizung das Sauerstoffmaximum mit dem der Sekretion zu- 
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sammen. Die gefrorene Driise wurde dann in einer Porzellanschale 
fein zerstoBen und zerrieben und in die bereitstehenden, vorher ge- 
fiillten und gewogenen Kolben gebracht. Um alle Fermentvorgiinge im 
Moment des Auftauens des Driisenpulvers zu unterbinden, wurden die 
gewogenen Kolben bereits vorher mit Schenckscher Lésung gefiillt. 
Nachdem die Kolben wieder die Temperatur der Umgebung angenommen 
hatten, wurden sie erneut gewogen und die Differenz gegen die erste 
Wigung ergab die Menge des angewandten Driisenbreis. Die Be- 
stimmung der Phosphor- und Milchsiure in diesen Ansitzen geschah 
dann auf die gleiche Weise, wie in der friitheren Arbeit') ausfiihrlich 
beschrieben. Alle Phosphorsiure- und Milchsiurebestimmungen wurden 
in mehreren Ansitzen, mindestens doppelt, bisweilen 3 fach ausgefiihrt. 


Tabelle L. 














= | Ruhende Driise Pilo- |2 . .| Titige Driise y 

2 Ce + wall a 2B iat 0 

mn 0/ ee 0 Milchsiiure 

D 0/ lo 0,1 : 10,0 2 fa 0 0 a } t 

N 3 i ee oo &| H,PO, | .. s. Text 
NY. saure der eem en saure 

1 | 0,126 | 0,059 0,119 0,052 0,057 
0,124 0,057 1 eem 7 0,117 0,054 0,059 

= sont 0116 | — = 

2 0,113 0,091 0,103 0,088 0,098 
0,112 | 0,092 | 1cem 7 | 0,099 0,086 0,096 
0,107 — —- —- ~~ 

3 0,117 0,074 0,113 0,076 0,080 
0,118 | 0,072 2 ecm 10 0,110 0,075 0,079 
0,117 | 0,071 —- —— -— 

4 | 0,188 | 0,104 0,114 0,103 0,123 
0,140 | 0,106 | 2,5cem | 25 | 0,116 0,104 0,124 
ont | — - _ rt 

5 | 0,094 | 0,102 0,081 0,104 0,117 
0,097 0,105 2,0 eem 20 0,079 0,106 0,119 

a — 0,080 — — 

6 0,102 0,071 0,093 0,069 0,079 
0,104 0,066 2,0 ccm 25 0091 0,070 0,080 
0,103 — — 0,072 _ 

7 0,131 0,084 0,109 0,083 0,101 
0,136 0,086 2,5 cem 25 0,108 0,084 0,102 
0,132 oa -—— a — 
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Ks wurden insgesamt sieben solcher Versuche angestelit, 
deren Ergebnis in einer kurzen Tabelle wiedergegeben wird 
(Tab. I). 

Aus der Tabelle geht hervor, daB in der arbeitenden 
Driise niemals mehr Phosphorsiure auftrat als in der ruhen- 
den. Ks fand sich vielmehr in allen Versuchen eine deutliche 
Abnahme des Prozentgehaltes an anorganischer Phosphorsiure 
gegeniiber der ruhenden Driise. In den letzten Versuchen, 
die bei der fortgeschrittenen Methodik am raschesten aus- 
gefiihrt wurden, war diese Abnahme am stiirksten, bis zu 15 °/, 
gegentiber der ruhenden Driise. Die Milchsiurebestimmungen 
in ruhender und arbeitender Driise lieferten keinen eindeutigen 
Unterschied. In 2 Fallen scheint der Milchsiiuregehalt in der 
arbeitenden Driise ebenfalls geringer, in den anderen Ver- 
suchen halt sich der Unterschied innerhalb der Fehlergrenzen. 

Unsere Untersuchungen stehen also in direktem Gegen- 
satz zu denen des franzésischen Autors, der in allen Fallen 
ein Ansteigen der Phosphorsiurewerte in der tatigen Driise 
finden konnte. Vielleicht sind die niederen Prozentwerte der 
anorganischen Phosphorsiiure in der tiitigen Driise durch die 
funktionell stiirkere Durchblutung bei der Tatigkeit nur vor- 
getiiuscht. Die arbeitenden Driisen waren auch immer gegen- 
iiber den ruhenden viel praller gefiillt und stirker durchbiutet. 
Damit wire aber nicht das Konstantbleiben der Prozentwerte 
fiir Milchsiiure erklirt. Wenn das Absinken des Phosphor- 
siure-Prozentgehaltes bei der titigen Driise durch die starkere 
Durchblutung bedingt ist, wiirde das Konstantbleiben der 
Milchsiiurewerte eine geringe Zunahme dieser Séiure bei der 
Tatigkeit bedeuten (ausgerechnet: Rubrik 8 der Tab. I). 

Woran dieser Unterschied liegt, li8t sich nicht sagen. Ob 
wir es in unserem Falle wirklich mit einem Verschwinden 
von anorganischer Phosphorsiure bei der tiitigen Driise, viel- 
leicht im Sinne einer Synthese, zu tun haben, Ja8t sich nicht 
beantworten. Zuniichst miissen einige médgliche methodische 
Erkliirungen fiir die Unterschiede beriicksichtigt und diskutiert 
werden. Es wire daran zu denken, daB die niederen Prozent- 
werte der anorganischen Phosphorséure in der titigen Driise 
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nur durch die funktionell bedingte stirkere Durchblutung bei 
der Tiatigkeit vorgetiuscht sind. Aus onkometrischen Be- 
stimmungen an anderen Organen ist bekannt, daB mit zu- 
nehmender Funktion das Volumen des Organs ebenfalls zu- 
nimmt. In unserem Falle erschienen die arbeitenden Driisen 
auch immer gegeniiber der ruhenden viel praller gefillt und 
stirker durchblutet. Die gré£ten Unterschiede im Prozent- 
gehalt der Phosphorsiure zeigten sich bei den am stirksten 
titigen Driisen. Die Abnahme der Phosphorsiureprozentwerte 
in der tatigen Driise betragt maximal 20°/,. Nun ist von 
anderen Organen bekannt, daB8 mit zunehmender Funktion 
ihr Volumen um Werte bis zu 30°/, und mehr zunehmen 
kann. Es lieBe sich also auf diese Weise der niedrige Prozent- 
gehalt der Phosphorséure ohne weiteres erkliren. Aus dem 
Verhalten der anorganischen Phosphorsiure kann man also, 
wenn man die Zunahme der Durchblutung als mégliche Ur- 
sache fiir den niederen Prozentgehalt in der titigen Driise 
hinstellen kann, nicht entscheiden, ob die Phosphorsiure irgend- 
wie am Arbeitsmechanismus der Driise beteiligt ist. Es wire 
immerhin noch méglich, daB sie in irgendeiner Weise daran 
beteiligt ist, daB aber die Durchblutung jeweils hinreicht, um 
ihre Anhaufung zu verhindern. 

Wie liegen die Verhiltnisse nun fiir die Milchsiure? Wenn 
wir die Abnahme des Prozentgehaltes an anorganischer Phosphor- 
siure in der titigen Driise durch die Zunahme der Durch- 
blutung erkliren, so hei®t das, daB das Konstantbleiben des 
Prozentgehaltes an Milchsiiure eine Zunahme der Milchsiiure- 
werte bedeutet, die bei lingerer Tiitigkeit eintritt. In den 
beiden Versuchen, in denen die Milchsiure in der titigen 
Driise niedriger, als in der ruhenden war, wurde die Driise 


nur etwa 7 Minuten in stirkere Titigkeit gesetzt, wihrend in 


den iibrigen Versuchen die Herausnahme der Driise erst 
20 Minuten nach Beginn der starken Speichelsekretion vor- 
genommen wurde. AuBerdem verstrich in diesen beiden Ver- 
suchen, die die ersten der Reihe waren, lingere Zeit bis zum 
Einbringen in fliissige Luft als in den spateren. Es ist also 
moglich, daB in diesen Fillen die Zunahme der Milchsdure 
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bei der kurzen Reizung noch nicht eingetreten war, oder bei 
der verhiltnismiBig langen Zeitdauer bis zum Einbringen in 
fliissige Luft schon wieder verschwunden war. Wenn wir ein- 
mal die Annahme machen, da8 das Absinken des Phosphor- 
siiuregehaltes ein Maf fiir die Zunahme der Durchblutung 
abgibt, und diese daraus berechnen, so finden wir ein An- 
steigen des Milchsiiuregehaltes um maximal 20°/, in der 
titigen Driise (vgl. Spalte 8 der Tab. I). Das wiirde mit den 
Befunden am titigen Muskel iibereinstimmen, bei dem auch 
bei starker Reizung die Milchsiureneubildung die Phosphor- 
siurebildung iiberdauert, und bei denen vor allem das Ver- 
schwinden von der aufgetretenen Milchsiiure wesentlich lang- 
samer vor sich geht, als das der gebildeten Phosphorsiure. 
Ks ist méglich, daf& die Zeit von 10—15 Sekunden, die vom 
Herausnehmen der Driisen bis zu ihrem Kintauchen in fliissige 
Luft verstreicht, schon geniigt, um die eventl. bei der Arbeit 
gebildete Phosphorsiure zum Verschwinden zu bringen, wihrend 
in dieser Zeit die aufgetretene Milchsiure nicht in dem gleichen 
MaB verbrannt bzw. zuriickgebildet wird. Das Wahrschein- 
liche aber ist wohl in diesem Fall, daB bei der gegeniiber 
dem Muskel sehr geringen Zunahme der Milchsiure und dem 
Konstantbleiben der Phosphorsiure eine kohlehydratzucker- 
iihnliche Substanz nicht wesentlich an dem energieliefernden 
ProzeB beteiligt sein kann. 

Wir versuchten weiterhin, ob sich aus Driisen die Hexose- 
Monophosphorsiure isolieren lieBe. Die Darstellung von Hexose- 
Monophosphorsiure aus Driisen wurde an verschiedenen Organen 
(Pankreas und Speicheldriisen) versucht. Wir bedienten uns 
dabei des von Embden und Zimmermann") angegebenen 
Verfahrens der Isolierung der Substanz aus dem Muskel. Es 
sei iiber die Versuche kurz berichtet. Viermal verwandten 
wir Rinderpankreas. Die Driisen wurden sofort aus den ge- 
schlachteten Tieren (Rindern) herauspripariert, durch die eis- 
gekiihlte Hackmaschine gedreht und schon auf dem Schlacht- 
hof in die mitgebrachten GefiBe gefiillt. Wir verwandten in 
den verschiedenen Ansitzen 1,5—2,5 kg Driisenbrei. Zweimal 
kam der Driisenbrei sogleich in das gleiche Volumen Schenck- 
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scher Lésung (HgCCl,, HCCl) zweimal brachten wir ihn zu- 
nichst in natriumbicarbonathaltige Natriumfluoridlésung, die 
wir 4 Stunden bei etwa 15° stehen lieBen und dann nach 
Schenck enteiweiBten. Der mit Schenckscher Liésung ver- 
setzte Driisenbrei blieb etwa 24 Stunden im Kisschrank stehen, 
wurde dann abfiltriert und das leicht gelblich gefirbte Filtrat 
mit der vorgeschriebenen Menge Kupfersulfat und Kalkmilch 
versetzt. Der scharf abgesaugte Niederschlag wurde sofort 
mit 25°/,iger Schwefelsiure unter Hiskiihlung zerlegt und 
erneut mit Kupferkalk gefallt. Die Kupferkalkfaillung wurde 
wieder erneut mit H,SO, zerlegt. Das entkupferte Filtrat 
ergab einen geringen positiven Ausfall der Probe nach Molisch, 
der Trommer war immer negativ. Auch nach Kochen mit 
verdiinnter Salzsiure gab das Filtrat keine Reduktionsprobe. 
Die weitere Bearbeitung des Filtrates wurde, weil schon hier 
keine Reduktionsprobe mehr auftrat, unterlassen. Ahnlich ver- 
liefen die Versuche mit dem Brei von Speicheldriisen (2 Ver- 
suche); auf eine ausfiihrliche Beschreibung sei hier verzichtet. 
Damit diirfte die Frage, ob die Hexose-Monophosphorsiure 
sich in der Driise findet, in negativem Sinne beantwortet sein. 

Interessant und bei dieser Ablehnung nicht ohne weiteres 
verstindlich sind Beobachtungen, die zeigten, daB der Muskel- 
brei aus dem neutralisierten Schenckschen Filtrat der ruhen- 
den Driise (dem sog. A-Wert der friiheren Untersuchungen) 
Phosphorsiure abzuspalten vermag. 


Die Methode bei diesen Untersuchungen ist kurz folgende: Es 
wurde Driisenbrei (Leber und Pankreas) rasch auf Eis zerkleinert und 
sofort nach Schenck enteiweift. Das Filtrat wurde mit Schwefel- 
wasserstoff entquecksilbert, und nachdem der Schwefelwasserstoff durch 
Luft vertrieben war, mit verdiinnter Natronlauge neutralisiert und darin 
die anorganische und die Gesamtphosphorsiure bestimmt. Sodann wurde 
eine bestimmte Menge des neutralisierten Filtrates in natriumbicarbonat- 
haltiger Lésung mit Driisen- und Muskelbrei zusammengebracht und 
fiir mehrere Stunden bei 42° bebriitet. Zur Kontrollbestimmung 
wurde gleichzeitig Driisen- und Muskelbrei in natriumbicarbonat- 
haltiger Lésung angesetzt, der annihernd so viel Natriumchlorid zu- 
gesetzt wurde, wie es in dem neutralisierten zugesetzten Filtrat vor- 
handen war, um in beiden Fillen annihernd die gleiche Ionenwirkung 
zu haben. Die Bebriitung der Ansiatze wurde dabei auf 4 Stunden aus- 
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gedehnt, um in beiden Fiailen eine mdglichst lange Kinwirkung des 
Phosphorsiiure abspaltenden Fermentes zu haben und annihernd zu 
Endwerten zu gelangen. Wir versuchten auch, ahnliche Untersuchungen 
mit dem auf gleiche Weise hergestellten Muskelbreifiltrat auszufiihren. 
Dabei bekamen wir jedoch keine sehr deutlichen Ausschliige vom neu- 
gebildeten H,PO,, wohl einfach aus dem Grunde, weil die im A-Filtrat 
vorhandene anorganische Phosphorsiiure im Muskel schon den gréBten 
Teil der ttberhaupt abspaltbaren anorganischen Phosphorsiure ausmacht, 
wie aus dem angestellten Bebriitungsversuch hervorgeht. Das Fiitrat 
des mit Natriumfluorid vorbehandelten Driisenbreis, der ja bekanntlich 
einen sehr niedrigen Gehalt an anorganischer Phosphorsiiure und cinen 
sehr hohen Grad von organischer Phosphorsiiure (Lactacidogen) auf- 
weist, erwies sich auch als ungeeignet zum Zusatz, weil darin das Fluor 
nicht restlos zu beseitigen war. 


Die Ergebnisse dieser Versuche werden in einer kurzen 
Zusammenstellung wiedergegeben (Tab. II). 

Aus der Tab. Il geht hervor, daB in allen Fallen aus 
dem neutralisierten A-Filtrat des Driisenbreis durch zugesetzten 
Driisenbrei und Muskelbrei anorganische Phosphorsiure in 
deutlicher Menge abgespalten wird. Die Neubildung von an- 
organischer Phosphorsiure erreicht dabei in den einzelnen 
Versuchen einen verschiedenen Prozentgehalt der Gesamt- 
phosphorsiure. Der héchste erreichte Wert betriagt 50°/). 
DaB Driisenbrei aus dem zugegebenen A-Filtrat von Driisen- 
breil anorganische Phosphorsiure abspalten kann, erschien von 
vornherein wahrscheinlich. Es itiberraschte aber, dai Muskel- 
brei das gleiche Vermégen zeigte. In der fritheren Arbeit 
wurde bereits geiuBert, daB die Phosphorsiure liefernde Sub- 
stanz in den Driisen mit ziemlicher Sicherheit aus Nuclein- 
siiure stamme. Ks wurde damals weiter gezeigt, da8 wohl der 
Driisenbrei, nicht aber der Muskelbrei, aus zugesetzter Nuclein- 
siure anorganische Phosphorsaiure abzuspalten vermége. Die 
Substanz, aus der in diesem Fall in dem zugesetzten neutrali- 
sierten A-Filtrat von Driisenbrei anorganische Phosphorsaure 
gebildet wird, kann also keine Nucleinsiure sein. Es muh 
vielmehr eine Substanz sein, die bereits die Phosphorsiure in 
einer Bindung enthilt, die von der im Muskel wie in der 
Driise vorhandenen Esterase gesprengt werden kann. Ob es 
sich dabei um eine Zucker-Phosphorsiureverbindung handelt, 
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die der im Muskel vorhandenen gleich kommt, ist wohl ab- 
zulehnen, weil die praparative Isolierung der Substanz aus 
Driisenbrei zu einem negativen Ergebnis fiihrte. 


Zusammenfassung. 


1. Es konnte gezeigt werden, da bei der titigen Speichel- 
driise keine Phosphorsiure in vermehrtem Mafe gegeniiber 
der ruhenden Driise auftritt, daB dagegen der Prozentgehalt 
an Milchsiure relativ zunimmt. 

2. Hexose-Monophosphorsiiure lieB sich aus Driisenbrei 
nach dem Verfahren von Embden und Zimmermann nicht 
darstellen. 

38. Aus dem zum Muskel- und Driisenbrei zugesetzten 
neutralisierten A-Filtrat von Driisenbrei (Leber und Pankreas) 
wurde bei Bebriitung mit 42° anorganische Phosphorsiiure 
in starkem Mae abgespalten. Diese neu aufgetretene an- 
organische Phosphorsiure riihrt aus der im Schenckfiltrat 
organisch gebundenen Phosphorsiure her. 


Diese Untersuchungen wurden mit Mitteln, die von der 
Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaften zur Verfiigung 
gestellt wurden, ausgefiihrt. Es sei ihr dafiir an dieser Stelle 
der Dank ausgesprochen. 
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Kine neue Darstellung des l-Histidin aus Eiweif. 
Von 


J. Kapfhammer und H. Spérer. 


(Aus dem Physiologisch-chemischen Institut der Universitat Leipzig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Dezember 1927.) 


In einer friiheren Mitteilung!) haben Kapfhammer und 
Eck die Darstellung der 1-Oxypyrrolidincarbonsiure und der 
1-Pyrrolidincarbonsiure aus Gelatinehydrolysat beschrieben. 
Die gute Ausbeute an den bisher schwer zugiinglichen EKiweib- 
bausteinen, die wir mit Hilfe dieser ,,Reineckat‘-Methode ge- 
winnen konnten, veranlafte uns, auch noch andere Eiweib- 
bausteine daraufhin zu priifen, ob sie mit der 4-Tetrarhoda- 
nato-2-amminchromisiure schwer lésliche und gut krystalli- 
sierende Verbindungen eingehen. Es hat sich bei diesen Unter- 
suchungen herausgestellt, daB auch das Histidin ein schwer 
lésliches Reineckat bildet, dessen Léslichkeitsgrad zwischen 
dem des 1-Prolin und des l-Oxyprolin liegt: bei 20° l5sen sich 
0,71 Teile Histidinreineckat in 100 Teilen Wasser. Auf Grund 
dieser ermutigenden Vorversuche unternahmen wir den Versuch, 
das Histidin aus KiweiBhydrolysaten durch Reineckesiure nieder- 
zuschlagen und aus dem Reineckatgemisch zu isolieren. Fiir 
die priparative Darstellung des 1-Histidin wird man, wie ge- 
wohnlich, das histidinreiche Himoglobin wiihlen; jedoch labt 
sich unsere Methode natiirlich auch auf die Hydrolysate 
anderer Eiweibstoffe anwenden. 

Die Grundziige des neuen Verfahrens sind die, dai man 
aus dem Si&urehydrolysat zuerst das Arginin als Flavianat 
abtrennt (Kossel und Gro§)?) und daB man dann das congo- 





1) Diese Zs. Bd. 170, S. 294 (1927). 
*) Ebenda Bd. 135, S. 167 (1927). 
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saure Filtrat der Flaviansiurefillung mit einer Reineckesalz- 
lésung versetzt, und zwar ohne Riicksicht auf die noch ge- 
léste Flaviansiure. Es fallen die Reineckeverbindungen des 
1-Histidin, 1-Oxyprolin und 1-Prolin. Hat man aus diesem 
Reineckatgemisch die Reineckesiiure entfernt, so liBt sich das 
1-Histidin leicht vom 1-Oxyprolin und 1-Prolin abtrennen: man 
braucht nur mit Pikrolonsaéure zu versetzen, wobei dann je nach 
der Menge der angewandten Pikrolonsiure ein Gemenge der 
schwerléslichen Pikrolonate (Steudel-Brigl?) ausfallt, wahrend 
1-Oxyprolin und 1-Prolin in Liésung bleiben. Man kann also 
Arginin, Histidin, Oxyprolin, Prolin in einem einzigen Arbeits- 
gang auf verhiltnismiBig einfache Weise aus dem LEiweib- 
hydrolysat isolieren. 


Versuchsteil. 


250 g Hamoglobin (lufttrockene Handelsware, J. D. Riedel) 
wurden mit 550 g konzentrierter Schwefelsiure und 1,2 Liter 
Wasser 28 Stunden lang gekocht; die Biuretprobe war dann 
negativ. Durch konzentrierte heiBe Barytlésung wurde der 
eréBte Teil der Schwefelsiure entfernt. Der Bariumsulfat- 
niederschlag wurde zweimal mit heifem Wasser gewaschen. 
Die vereinigten Filtrate wurden bei schwach congosaurer Re- 
aktion im Vakuum eingeengt; hierbei schieden sich Monamino- 
siuren aus, die wir abfiltrierten und die wir nicht weiter be- 
riicksichtigten. Das Filtrat wurde auf das Volumen von 
1000 ccm gebracht. Es enthielt 26,6 g Stickstoff (Kjeldahl). 

In das hei8e Filtrat brachten wir dann 35 g Natrium- 
flavianat, das in verdiinnter Schwefelsiure gelést war; nach 
48 stiindigem Aufenthalt im Eisschrank krystallisierten aus der 
Lésung 18,35 g Argininflavianat aus. Das Filtrat des Arginin- 
flavianates versetzten wir mit einer warmen Loésung von 10¢ 
Reineckesalz in 150 g Wasser. Es entstand ein geringer 
schmutzig roter Niederschlag, den wir nach 2 Tagen abfil- 
trierten und verwarfen. Das Filtrat wurde hierauf erneut mit 
einer warmen Reineckesalzlésung (150g Reineckesalz) gefillt. 
Es bildete sich sofort ein krystallinischer Niederschlag; wir 


ry 


1) Diese Zs. Bd. 64, 8. 337 (1910). 
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lieBen das Hydrolysat 12 Stunden stehen und filtrierten dann 
durch eine Porzellannutsche ab. Der iiber Schwefelsiure im 
Vakuumexsiccator getrocknete Niederschlag wog 75,35 g (Rei- 
neckatniederschlag I). Das Filtrat dieses Niederschlags wurde 
bei médglichst niedriger Temperatur durch Abdestillieren im 
Vakuum auf ein Volumen von 1000 ccm gebracht. Es wurde 
24 Stunden in den Eisschrank gestellt; hierbei entstand noch- 
mals ein Niederschlag, ger nach dem Trocknen 23,3 g wog 
(Reineckatniederschlag IJ). 


Zerlegung des Reineckatniederschlages I. 


Der 75,35 g schwere Niederschlag wird in 2 Liter 
50°/,igen Methylalkohol suspendiert; dazu gibt man eine 
heiBe konzentrierte Kupfersulfatlésung (130 g Kupfersulfat) und 
erwirmt '/, Stunde lang auf dem kochenden Wasserbad. Noch 
heiB wird von dem entstandenen gelben Cuproreineckat') ab- 
gesaugt; in das warme Filtrat wird im langsamen Strome 
Schwefeldioxyd eingeleitet, bis die Lésung erkaltet ist; es 
wurde dann wieder filtriert und das Filtrat durch Einleiten 
von Schwefelwasserstoff vom Kupfer und durch Baryt von der 
Schwefelsiure befreit. Man gibt einen Uberschu8 an Baryt 
zu und kocht die Lésung 5 Minuten lang; dadurch werden 
die letzten Spuren Chrom entfernt. Durch Zusatz von Schwefel- 
siure trennt man quantitativ das Barium ab und bringt das 
schwach gelb gefarbte Filtrat durch Vakuumdestillation auf 
300 ccm; dabei wird gleichzeitig alles Ammoniak entfernt. Die 
heiBe Lésung wird mit einer alkoholischen Pikrolonsiurelésung 
(15¢ Pikrolonsiure) versetzt. Es entsteht sofort ein Niederschlag; 
man lat 24 Stunden absitzen und saugt dann ab. Das Pikrolonat 
wog nach dem Trocknen im Exsiccator 19,2 g. Es wird in etwa 
250 ccm Wasser suspendiert, mit 30 ccm konz. Salzsiure ver- 
setzt und aufgekocht. Nach dem Erkalten wird filtriert und 
das Filtrat durch Erhitzen mit Tierkohle entfarbt. Die wasser- 
helle Lésung wird zuerst im Vakuum, dann auf dem Wasser- 
bad bis zum Sirup eingedampft und kommt schlieBlich in den 
Vakuumexsiccator, Nach kurzer Zeit schieden sich derbe Kry- 





') Christensen, Jl. fiir prakt. Chem. Bd. 45, S, 218 (1892). 
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stalle ab; nach mehrtigigem Aufenthalt im evakuierten Exsic- 
cator war der Riickstand trocken; er wog 12,2 g. Kine Probe 
wurde aus Salzsiure umkrystallisiert und bei 105° im Vakuum 
iiber Kaliumhydroxyd bis zur Gewichtskonstanz getrocknet. 
Histidindichlorhydrat C,H,O,N,.2 HCI. 
4,796 mg Substanz gaben 5,560 mg CO,, 1,980 mg H,0. 


Ber, C 31,58°/, H 4,86 9%, 
Gef. ,, 31,62 » 4,62 
5,122 mg Substanz gaben 0,818 ccm N (749 mm, 19°). 
Ber. N 18,43°/, Gef. N 18,40°/, 


Das Filtrat der Pikrolonsiurefillung wurde durch Kochen 
mit Schwefelsiiure von der Pikrolonsiure befreit. Nach dem 
Abfiltrieren der Pikrolonsiure und nach Aufkochen des Fil- 
trates mit Tierkohle wird die Schwefelsiiure quantitativ mit 
Baryt entfernt. Diese Lésung, die Oxyprolin und Prolin enthilt, 
wird zusammen mit dem Filtrat verarbeitet, das nach der Zer- 
legung des Reineckatniederschlages II erhalten wurde (vgl. dort). 


Zerlegung des Reineckatniederschlages II. 


Der Niederschlag wog 23,3 g und wurde in der bereits 
oben geschilderten Weise mit Kupfersulfat (40 g) zerlegt. Die 
von Schwefelsiure, Chrom und Baryt befreite Liésung gab mit 
alkoholischer Pikrolonséurelésung keinen Niederschlag; die 
Diazoreaktion war negativ. Die Lésung enthielt demnach kein 
Histidin. Wir vereinigten sie mit dem bei der Zerlegung des 
Reineckatniederschlags I iibrig gebliebenen Filtrat, das eben- 
falls kein Histidin mehr enthielt. Durch Vakuumdestillation 
wurde die Lésung auf ein kleines Volumen (10 ccm) gebracht 
und dann so lange mit einer kaltgesittigten alkoholischen Cad- 
miumchloridlésung versetzt, bis eine Probe des Filtrates auf 
weiteren Zusatz von Cadmiumchlorid keinen Niederschlag mehr 
gab. Der Niederschlag wurde auf der Nutsche mit Alkohol 
gewaschen und im Vakuumexsiccator getrocknet; er wog 5,9 ¢. 
Das entspricht 2,17 g Prolin. 


Prolin-Cadmiumchlorid C,;H,O,N.CdCl,.H,O (Kjeldahl). 
0,412 g Substanz verbrauchten 13,0 cem n/10-H,SQ,. 
Ber. N 4,43°/, Gef. N 4,42°/). 
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Das Filtrat des mit Cadmiumchlorid entstandenen Nieder- 
schlags muBte das 1|-Oxyprolin enthalten; wir entfernten zu- 
nichst das Cadmium mit Schwefelwasserstoff und dann die 
Salzsiure mit Silbercarbonat. Das jetzt vorliegende Filtrat 
wurde durch Vakuumdestillation zur Trockne gebracht. Der 
zuriickbleibende krystallinische Riickstand wurde in méglichst 
wenig Wasser gelést und mit absolutem Alkohol versetzt. 
Nach kurzer Zeit fiel das Oxyprolin aus. Ausbeute 4,0 g. 
Umkrystallisieren aus waBrigem Alkohol. | 

Oxyprolin C;H,O,N. 
0,234 g Substanz verbrauchten 17,8 cem n/10-H,SQ,. 
Ber. N 10,68°/, Gef. N 10,65°/,. 


Histidinreineckat. 


Wir stellten uns das Histidinreineckat aus analysiertem 
Histidinchlorhydrat her, das in wenig Wasser gelést und mit 
Reineckatsalzlésung versetzt wurde. Die Analyse zeigte, dab 
das Salz aus 1 Mol. Histidin und 2 Mol. Reineckesiure be- 
steht; es krystallisiert mit 4 Mol. H,O; sechsseitige ‘T'afeln, 
die in Richtung der Diagonalen ausléschen und in Richtung 
der lingeren Diagonale optisch positiv sind. Zersetzungspunkt 
220° (unkorr.), 0,71 Teile lésen sich in 100 Teilen Wasser 
bei 20°; leicht léslich in Aceton, Methyl- und Athylalkohol. 

C,H,N,0,.20,H,N,9,Cr. 4,0. 


H,O-Bestimmung: 0,5412 g Substanz verloren nach dem Trocknen 
im Hockvakuum bei 105° 0,0460 g H,O. 


Ber. H,0 8,34°/, Gef. H,O 8,50°/,. 
Kjeldahl: 0,1000 g Substanz verbrauchten 17,3 cem n/10-H,SQ,. 
Ber. N 24,22°/, Gef. N 24,26°%,. 
5,960 mg Substanz gaben 4,240 mg CO,, 1,94 mg H,0. 
Ber. C 19,45°/, H 3,61°/, 
Gef. ,, 19,40 » 3,63 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft und der 
Justus Liebig-Gesellschaft danken wir fiir ihre Unterstiitzung 
bei dieser Arbeit. 
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Fortgesetzte Studien iiber das Verhalten von Polypeptiden 
und von Derivaten von solchen gegeniiber verdiinntem 
Alkali und verdinnter Sdure. 


V. Mitteilung.?) 


Versuche mit aus Glycin aufgebauten Polypeptiden. 
Von 


Emil Abderhalden und Shigeo Suzuki. 


Mit 13 Figuren im Text. 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Halle a. S.) 


(Der Redaktion zugegangen am 24. Dezember 1927.) 


Wir haben kiirzlich mitgeteilt'), daB Polypeptide, an deren 
Aufbau Glykokoll beteiligt ist, besonders leicht durch ver- 
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Fig. 1. 


diinntes Alkali aufgespalten werden, wihrend die entsprechende 
Siurekonzentration nur eine geringfiigige Wirkung ausiibt. Wir 


1) Emil Abderhalden und Shigeo Suzuki, Diese Zs. Bd. 170, 
S, 158 (1927). 
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haben diese Versuche fortgesetzt und zwar unter Verwendung 
der folgenden siureamidartig verkniipften Glycinketten: Tetra- 
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n glycyl-glycin, Pentaglycyl-glycin und Heptaglycyl- 
. glycin. Es sei gleich vorweggenommen, daB, wie aus den 


Fig. 1—3 hervorgeht — in Ergiinzung der angefiihrten Mit- 
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temperatur (B.R.T.) spaltend auf die angewandten Polypeptide 
einwirkt. Mit der Lange der Ketten nimmt der Umfang der 
Spaltung zu. Sie verliuft bei Brutraumtemperatur rascher 
als bei Zimmertemperatur. Im ganzen betrachtet ist der 
hydrolysierende EKinfluB der n-Salzsiure ganz bedeutend geringer 
als derjenige von n-Alkali. 

Im Anschlu8 an vergleichende Versuche iiber die Hydro- 
lysierungsgeschwindigkeit von verschieden langen Ketten von 
Glycin enthaltenden Polypeptiden, wobei unter genau gleichen 
Bedingungen einerseits bei Zimmertemperatur (16° C) und 
andererseits bei Brutraumtemperatur (37°) beobachtet wurde, 
haben wir jeweils das entsprechende Polypeptid in Gestalt 
seiner Benzoyl- und #-Naphthalinsulfoverbindung zum 
Vergleich verwendet. Die Ergebnisse der einzelnen Versuche 
sind in Fig. 4—12 dargestellt. Zunachst sei bemerkt, daB zu 
Fig. 4 und 5 die Fig. 3 der erwihnten Mitteilung*) heranzuziehen 
ist. Ferner ist zu bemerken, da8 beim Hexaglycyl-glycin die 
erwihnten Derivate nicht zur Untersuchung gekommen sind. 

Beim Vergleich der einzelnen Figuren ergibt sich ohne 
weiteres, daB mit der Linge der Glycinkette die Spaltungs- 
geschwindigkeit durch n/2- baw. n-Alkali ansteigt. Weiterhin 
ergibt sich, daB durch Einfiihrung der Benzoylgruppe die 
Hydrolysierungsgeschwindigkeit vermehrt wird, waihrend die 
8-Naphthalinsulfogruppe einen hemmenden LEinflu8 ausiibt. 
Diese letzteren Feststellungen, auf die bereits an anderer 
Stelle an Hand anderer Beispiele aufmerksam gemacht worden 
ist*), erscheinen uns von ganz allgemeinem Interesse zu sein, 
und zwar insbesondere in Hinsicht auf die Erklirung der 
Wirkung der unter Hydrolyse abbauenden Fermente. Es ist 
gewiB interessant, daB es méglich ist, eine zusammengesetzte 
Verbindung mehr oder weniger leicht spaltbar zu machen, in- 
dem man eine Gruppe besetzt, die nicht in direkter Beziehung 
zu jener Stelle steht, an der die Aufspaltung erfolgt. Weiter- 
hin ist von Interesse, da8 das Glykokoll, wie es nach unseren 





1) A. a. O. 


*) Emil Abderhalden und Hans Sickel, Diese Zs, Bd. 170, 
S. 134 (1927). 
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Benzoy/- triglycy/-glytin 
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Benzoyl - pentoglyey/-g/ycin 
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bisherigen Erfahrungen der Fall zu sein scheint, auch in der 
Hinsicht eine Sonderstellung einnimmt, als im iibrigen die 
Wiederholung des gleichen EiweiBbausteins die Polypeptide 
auBerordentlich resistent gegen die Kinwirkung von n-Alkali 
macht. Endlich ist in Fig. 13 dargestellt, daB die Hydrolyse 
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von Tetraglycyl-glycin schon bei einer sehr niedrigen Alkali- 
konzentration einsetzt. SchlieBlich sei noch hervorgehoben, 
daB jede Verlingerung von Glycinketten durch einen neuen 
Glycinrest die Hydrolyse durch verdiinntes Alkali beschleunigt, 
jedoch etwas weniger, als wenn an Stelle der Glycyl- die 
Benzoylgruppe eingefiihrt wird. 


Experimenteller Teil. 


Die Darstellung der einzelnen Polypeptide erfolgte nach 
der bekannten von Emil Fischer ausgearbeiteten Methode, 
d. h., es wurde jeweilen Chloracetylchlorid mit dem in Frage 
kommenden Polypeptid gekuppelt und durch nachfolgende 
Aminierung eine Glycylgruppe nach der anderen angefiigt. 
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Die Analyse der dargestellten Polypeptide ergab folgende 









































Resultate: 
Sub- | Gebr. | Amino-N |} Syp- | Gebr. Gesamt-N 
Polypeptid stanz |,7/62-1 in Jo") [HT stanz |, 19 in °/,*) 
NaOH Me ie | EE 
in § Jlineem] gef. ber. || 1" 8 |ineemj; gef. | ber. 
Tetraglycyl-glycin | 0,2029] 3,50 | 4,83 | 4,62 |] 0,0987 | 16,30 | 23,14 22,97 
Pentaglycyl-glycin |0,2655] 3,85 | 4,06 | 3,89 |] 0,0931 | 15,55 | 23,71 23,38 
Hexaglycyl-glycin | 0,2689] 2,90 | 3,02 | 3,35 jj] 0,0954 | 16,20 | 23,79 23,50 


Die Darstellung der Benzoyl- und (#-Naphthalinsulfo- 
Derivate wurde nach bekannten Methoden durchgefiihrt. Ks 
sei von jedem Derivat ein Beispiel angefiihrt. 


1. Darstellung von Benzoyl-triglycyl-glycin. 

2 g Triglycyl-glycin wurden mit 2,6 g Natriumcarbonat in 
40 ccm Wasser gelést. Zur Lisung fiigten wir tropfenweise 
unter kriftigem Schiitteln und Kiihlen der Lésung 1,7 g Benzoyl- 
chlorid. Die Lésung wurde dann angesauert. Den sich bilden- 
den Niederschlag saugten wir ab. Zur Entfernung von vor- 
handener Benzoesiure wurde der getrocknete Niederschlag mit 
Ather behandelt. Die Umkrystallisierung erfolgte aus Wasser. 
Analysenwerte: 




















sub Verbr. Gesamt-N in °/, 
Art des Benzoylproduktes —aneee Ne — ~~ 
ing |) aQH in 
eem gef. ber. 
Benzoyl-triglycyl-glycin . 0,1230 13,85 15,77 16,01 
Benzoyl]-tetraglycyl-glycin 0,1188 14,35 16,92 17,16 
Benzoyl-pentaglycyl-glycin . 0,1215 14,70 17,78 18,06 


2. Darstellung von /-Naphthalinsulfo-triglycyl-glycin. 

2,6 g §-Naphthalinsulfochlorid wurden in Ather gelist. 
Diese Lésung fiigten wir zu einer solchen von 1,5 g Triglycyl- 
glycin und 6,1 ccm n-Natronlauge. Das Gemisch wurde in 





1) Der Aminostickstoffgehalt wurde nach Soerensen bestimmt. 
2) Die Gesamtstickstoffbestimmung erfolgte nach der Halbmikro- 
kjeldahlmethode nach Abderhalden-Fodor. 











Ses. ve, 
7) Satu edn 
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einer Stépselflasche bei Zimmertemperatur auf der Schiittel- 
maschine geschiittelt. Nach Ablauf einer Stunde fiigten wir 
nochmals die gleiche Menge n-Natronlauge hinzu und wieder- 
holten diesen Zusatz noch zweimal nach Verlauf der gleichen 
Zeiten. Nunmehr trennten wir die itherische Lésung ab und 
iibersattigten die alkalisch waBrige Lésung mit Salzsiure. Das 
8-Naphthalinsulfoprodukt wurde aus Alkohol umkrystallisiert. 


Analysenergebnisse: 











Art des 6-Naphthalinsulfo- 
produktes 


B - Naphthalinsulfo - triglyey 
glycin . ; 

8-Naphthalinsulfo- tetraglyoy 
glyein . 

o-Naphthalinsulfo- deol A- 
glyeyl-glycin 





Substanz 
in g 
0,0978 
0,1108 


0,1178 





Verbr. 


n/10-n- 
NaOH in 
eem 


8,80 
11,30 


12,60 


Gesamt-N in °/, 








14,98 15,27 


Synthese argininhaltiger Dipeptidanhydride. 
Von 


Max Bergmann und Hans KoOster.') 


(Aus dem Kaiser Wilhelm-Institut fir Lederforschung, Dresden.) 


(Der Redaktion zugegangen am 25, Dezember 1927.) 


Nachdem uns kiirzlich?) die Synthese argininhaltiger [i- 
peptide (eines inaktiven Phenylalanyl-arginin und des d-Phenyl- 
alanyl-d'-arginin) gegliickt war, beschreiben wir in dieser 
Mitteilung die zugehérigen Peptidanhydride, ein inaktives 
Phenylalanyl-arginin-anhydrid und das d-Phenylalanyl-d-arginin- 
anhydrid. Sie diirften beide der Formel 


CO—NH—CH - CH, - CH, : CH, -NH-C=NH 


| | | 
C,H, : CH, -CH—NH—CO NH, 


entsprechen, da sie beide nach dem Verfahren von van Slyke 
keinen Stickstoff entwickeln. 

Das inaktive Anhydrid haben wir als salzsaures Salz 
krystallisiert erhalten. Genauer untersucht wurde aber das 
leichter zugingliche aktive Anhydrid, von dem wir das Hydro- 
chlorid, das Sulfat und das Pikrat rein und krystallisiert ge- 
wonnen haben. Letzteres gibt auf Zusatz von Alkali eine 
tiefrote Farbung. Das freie d-Phenylalanyl-d-arginin-anhydrid 
wird in waBriger Lisung langsam bei Zimmertemperatur und 
rascher in der Warme hydrolysiert. Bei 37° scheint die 
Spaltung praktisch auf der Dipeptidstufe stehen zu bleiben. 
Die Spaltung ist eine Wirkung der Alkalitét der Guanido- 
gruppe des im Molekiil vorhandenen Arginins. In der Tat 





1) 21. Mitteilung iiber Umlagerungen peptidahnlicher Stoffe. 20. Mit- 
teilung vgl. M. Bergmann und L. Zervas, Diese Zs. Bd. 173, S. 80 
(1928). 

?) Diese Zs. Bd. 167, S. 91 (1927). 
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wirkt freies Arginin, wie wir uns iiberzeugten, auch spaltend 
auf Glycinanhydrid, wenn auch langsamer als eine Aqui- 
molekulare Natronlauge. Die Selbstspaltung unseres arginin- 
haltigen Peptidanhydrids wird aber unterbunden, wenn die 
Guanidogruppe durch 1 Molekil Chlorwasserstoff ihrer Alkalitit 
beraubt ist. Ist ein Uberschu8 von Siure vorhanden, so wirkt 
diese naturgemiéB spaltend auf das Dipeptidanhydrid. 

Eine Konsequenz unserer Versuche ist folgende: Falls 
in irgendwelchen Proteinen argininhaltige Diketopiperazine 
vorkommen oder falls argininhaltige Proteine Diketopiperazine 
enthalten, werden sie in waBriger Lésung einer mehr oder 
minder schnellen Selbsthydrolvse unterliegen, sobald die Guanido- 
gruppe des vorhandenen “Arginins nicht durch Siduren ab- 
gestumpft ist und ihre alkalische Wirkung ungehindert ent- 
falten kann. Es wird nun notwendig, das Verhalten arginin- 
reicher Proteine und speziell der Protamine in dieser Hinsicht 
zu prifen. Auf die Rolle der von uns beobachteten Selbst- 
hydrolyse bei der Entstehung des ,,Arginyl-arginins“ von 
Fischer wird der eine von uns mit L. Zervas in einer 
besonderen Mitteilung eing¢’.:n. 


Der Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft sprechen 
wir fiir die Gewihrung von Mitteln unseren ehrerbietigsten 
Dank aus. 

Versuchsteil. 


d-Phenylalanyl-d-arginin-anhydrid. 

Als Ausgangsmateriai’ diente die kiirzlich beschriebene 
Salicyl-aldehyd-Verbindung des d-Phenylalanyl-d-arginin. 3 ¢ 
davon wurden auf die schon mitgeteilte Art vom Salicyl- 
aldehyd befreit und ins salzsaure Salz des Dipeptids iiber- 
gefiihrt. Dieses wurde in 50 ccm wasserfreiem Methylalkohol 
gelést und langsam unter sorgfaltiger Kiihlung mit getrocknetem 
Chlorwasserstoffgas bei 10° gesittigt, 2 Stunden bei 20° auf- 
bewahrt, unter geringem Druck und Ausschlu8 von Feuchtigkeit 
verdampft, zweimal nach Zusatz von je 50 ccm wasserfreiem 
Methylalkohol wieder verdampft und dann nochmals die Ver- 
esterung mit Methylalkohol und Chlorwasserstoff wiederholt. 


EE 
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SchlieBlich wurde wieder verdampft und jetzt mit methyl- 
alkoholischem Ammoniak behandelt, um das gebildete Dipeptid- 
ester-chlorhydrat ins Anhydrid iiberzufiihren. Dafiir wurde 
der gelbliche, sirupése Riickstand in 50 ccm Methylalkohol 
gelést, bei — 10° langsam mit getrocknetem Ammoniakgas 
gesattigt, 4 Tage bei Zimmertemperatur aufbewahrt, unter ge- 
ringem Druck Ammoniak und Lésungsmittel verjagt und in 
25 ccm absolutem Alkohol gelést. Alsbald schied sich eine 
geringe Menge Salmiak ab, von der abfiltriert wurde. Im 
Verlauf von weiteren 3 Tagen krystallisierte dann das salz- 
saure d-Phenylalanyl-d-arginin-anhydrid in farblosen, 
zu Drusen vereinigten Nidelchen aus, die nach Waschen mit 
Alkohol 0,6 g wogen, entsprechenu 25°/, der theoretisch mig- 
lichen Menge. 

Bei anderen Darstellungen wurde nach finftigiger Kin- 
wirkung des methylalkoholischen Ammoniaks auf das Dipeptid- 
ester-chlorhydrat verdampft. Dabei hinterblieb ein farbloser 
krystallinischer Riickstand, der im wesentlichen aus Salmiak 
und dem salzsauren Dipeptidanhydrid bestand, Er wurde 
dreimal mit im ganzen 30 ccm . solutem Alkohol aufgekocht, 
abgekiihlt und der Alkohol abgegossen, schlieBlich der Riick- 
stand in 11 ccm heiSem Methylalkohol gelést und filtriert. 
Nach lingerem Stehen bei 0° schied sich das salzsaure An- 
hydrid in mikroskopischen Nadelu ab. Die Ausbeute war die 
gleiche wie bei der erstbeschriebenen Arbeitsweise. 

Zur Analyse wurde aus der 150fachen Menge absolutem 
Alkohol umkrystallisiert und bei ZU° und 0,1 mm iiber Phos- 
phorpentoxyd getrocknet. Das Salz enthielt ein Aquivalent 
Salzsaure. 

I. 0,0824 g Substanz gaben 0,1592 g CO,, 0,0505 g H,O. 


2,887 mg __,, 0,515 cem N (22°, 755 mm, 50°/, KOH). 
6,590 mgs, » 2,867 mg AgCl. 
Il. 0,0885g _s,, » 0,1618 g CO,, 0,0496 g HO. 
2,660 mg n » 1,146 mg AgCl. 
C,;H,,0,N,Cl (339,68) 
Ber.  C 52,99°/, H 6,53, N 20,62°/, Cl 10,44°/, 
Gef. I ,, 52,69 , 6,86 > 20,51 » 10,76 


Gef. II ,, 52,85 y 6,65 10,66. 














262 Max Bergmann und Hans Koster, 


Die Probe auf diazotierbaren Aminostickstoff nach van 
Slyke fiel negativ aus und blieb negativ, wenn das salzsaure 
Salz in wiBriger Lésung 1—2 Wochen unter Toluolzusatz bei 
37° aufbewahrt war.') Das salzsaure Salz schmolz bei 261 
bis 262° (korr.). Es léste sich leicht in Wasser, ziemlich 
leicht in Methylalkohol, schwerer in absolutem Alkohol, so 
gut wie gar nicht in Ather. 

Die totale Hydrolyse des salzsauren d-Phenylalanyl- 
d-arginin-anhydrids mit starker Salzsiure ergab bei der iiblichen 
Aufarbeitung”) 77°/, der Theorie an salzsaurem d-Phenylalanin ; 
die freie Aminosiure zeigte [@]j’ =-+ 34,7° (in Wasser) statt 
+ 35,05° und 8,66°/, N statt ber. 8,48°/, N. d-Arginin wurde 
als Benzylidenverbindung isoliert (82°/, der Theorie), das ins 
Nitrat umgewandelt wurde. [a]j° —+10,10° (in Wasser) in 
Ubereinstimmung mit den Angaben der Literatur. 

Bei der geschilderten Darstellung des salzsauren Dipeptid- 
anhydrids lassen sich aus den Mutterlaugen mit pikrinsaurem 
Natrium betriachtliche Mengen eines Nebenproduktes in Form 
eines krystallisierten Pikrates vom Schmelzp. 167° abscheiden. 
Vielleicht handelt es sich um das Dipikrat des Phenylalanyl- 
argininamids. Die genauere Untersuchung steht aber noch aus. 

Sulfat: 0,300 g des eben beschriebenen salzsauren Salzes 
wurden in 2,5 com Wasser gelést; andererseits wurden 0,138 g 





') Kocht man dagegen das salzsaure Salz mit der 25fachen Menge 
n-Salzsiiure 20 Minuten riickflieBend, so erfolgt teilweise Spaltung zu 
einem Dipeptid, das wir als Salicylaldehyd-Verbindung vom Schmelz- 
punkt 194° (korr.) isolierten. 

Ber. C 62,08°/, H 6,40°/, N 16,479, 
Gef. ,, 62,33 » 6,98 », 16,42. 

Da das Priparat mit den von uns frither beschriebenen Salicyl- 
aldehyd-Verbindungen von Phenylalanyl-argininen nicht identisch zu 
sein scheint, halten wir es durchaus fiir méglich, daB hier ein Arginy]l- 
phenylalanin vorliegt, das als erstes Dipeptid mit Arginin in Carboxyl- 
bindung nihere Untersuchung verdienen wiirde. 

Es verdient aber bemerkt zu werden, da8 bei der eben besprochenen 
Siiurespaltung ein Teil des Dipeptidanhydrids unverindert blieb. Die 
Resistenz gegen Siuren ist also betrichtlich. 

?) Vgl. Diese Zs. Bd. 167, S. 100 (1927). 
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trocknes Silbersulfat in etwa 12 ccm kochendem Wasser gelist, 
rasch unterkihlt und beide Lésungen dann bei Zimmer- 
temperatur vermischt. Dann wurde vom abgeschiedenen Chlor- 
silber filtriert und mit wenig Wasser nachgewaschen. Das 
Hiltrat reagierte neutral auf Lackmus und enthielt weder 
Silber- noch Chlorion. Das gebildete schwefelsaure Diketo- 
piperazin schied sich, wenn 6fter mit dem Glasstab gerieben 
wurde, z. TI. ab in Form winziger, zu Warzen vereinigter farb- 
loser Naidelchen. Ausbeute an getrocknetem Salz 0,13 g. Aus 
der Mutterlauge lieB sich durch Kindampfen unter geringem 
Druck noch etwa die gleiche Menge gewinnen. 

Das Salz wurde bei 56° und 0,1 mm iiber Phosphorpent- 
oxyd getrocknet und unter AusschluB von Luftfeuchtigkeit zur 
Analyse gebracht. 


4,880 mg Substanz gaben: 9,130 mg CO, und 2,755 mg H,O. 

2,300 mg ‘ me 0,399 ccm N (23°. 752 mm, nach Preg)). 

0,2082 g . »  0,0677 g BaSO,. 

(C,;H»,0,N;)., H SO, (704,5) 

Ber. C 51,109), H6,30%,  N 19,88°/,  H,SO, 13,92°/, 

Gef. ,, 51,02 y 6,32 » 19,79 » 18,99 

Das getrocknete Sulfat farbt sich im Capillarrohr von 
250° an zunehmend braun und schmilzt gegen 270° (korr.) zu 
einer zihen Masse zusammen. Es lost sich reichlich in heiBem 
Wasser, dagegen in reinem Zustand fiuBerst schwer in abso- 
lutem Alkohol. 

Pikrat: 0,1 g salzsaures Salz wurden in 5 ccm Wasser 
gelést und mit der Lésung von 0,8 g pikrinsaurem Natrium 
in ebenfalls 5 com Wasser versetzt. Sofort fiel ein reichlicher 
Niederschlag schén gelber Nidelchen aus. Nach der Krystal- 
ligation aus 13 cem Alkohol von 75°/, betrug ihre Menge 0,13 g. 
Schmelzp. 246° (korr.) unter Blasenwerfen und Dunkelfirbung. 

0,0768 g Substanz gaben (bei 56° und 0,1 mm iiber P.O, getr.): 
0,1335 g CO, und 0,0316 g H,O. 

2,545 mg Substanz gaben 0,470 ccm N (22°, 745mm, nach Preg)). 

C,,H,,O,N, (582,25) Ber. © 47,35°/, H 4,54, N 21,05°/, 
Gef. ,, 47,41 4,61 » 20,95 


Das Pikrat ist in absolutem Alkohol recht schwer léslich. 
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Selbsthydrolyse des d-Phenylalanyl-d-arginin-anhydrids. 


Die Gewinnung des freien d-Phenylalanyl-d-arginin-anhydrids 
aus seinen krystallisierten Salzen wird dadurch gestért, dab 
sich das freie Anhydrid in wa8riger Lésung unter dem Ein- 
fluB seiner eignen Alkalitét allmahlich aufspaltet. Von der 
Tatsache dieser Selbsthydrolyse haben wir uns zunachst durch 
folgenden Versuch iiberzeugt: 

0,3049 g salzsaures Dipeptidanhydrid wurden mit etwas 
weniger als der berechneten Menge n/10-Natronlauge (8,90 ccm 
statt 8,98 ccm) gelést, die Fliissigkeit bei 37—38° aufbewahrt 
und in aliquoten Teilen (0,44 ccm) dieser Fliissigkeit nach an- 
gemessenen Zeiten die Menge des diazotierbaren Aminostick- 
stofis nach van Slyke bestimmt. Sie war bei Versuchs- 
beginn praktisch gleich Null. 








Amino-N 








Zeit Spaltun 
Volumen gefunden’) . , 
18 Stunden] 0,46 cem 22°/733 mm 41°), 
3°/, Tage 0,80 cem 19°/744 mm “. 
B3/, 0,97 eem 21°/740 mm 88 ,, 
m@ «ws 1,05 cem 20°/715 mm 8 


Kin zweiter Versuch, der in derselben Konzentration, aber 
bei 20° durchgefiihrt wurde, gab nach 15 Stunden eine Spal- 
tung von 11°/,, nach 7 Tagen von 52°/,, nach 14 Tagen 68°/,. 

Um die Komplikation auszuschalten, welche bei diesen 
beiden Versuchen in der Gegenwart von Kochsalz (aus der Um- 
setzung des salzsauren Anhydrids mit Natronlauge) lag, sind 
wir bei einem dritten Versuch vom schwefelsauren Salz aus- 
gegangen, und haben die Schwefelsiure méglichst rasch mit 
titrierter Barytlésung genau ausgefillt. Dieser Versuch wurde 
im iibrigen bei etwas gréBerer Verdiinnung vorgenommen als 
die vorhergehenden. Die Lésung enthielt nimlich bei Beginn 





1) In dieser und den folgenden Tabellen ist die Wasserdampftension 
schon abgezogen. Die Prozentangaben der letzten Spalte sind so zu 
verstehen, daB eine villige Spaltung des Diketopiperazins in die beiden 
Aminosiuren 200°/, entsprechen wiirde. 
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des Versuchs 1,94°/, freies Diketopiperazin. Die Selbstspal- 
tung verlief bei 37° ahnlich wie im ersten Versuch. Fiir die 
einzelnen Proben dienten je 0,5 ccm Lésung, nur die erste Be- 
stimmung nach einer Stunde wurde mit einer gréBeren Fliissig- 
keitsmenge durchgefiihrt, zeigte aber keinen diazotierbaren 
Aminostickstoff. Versuchstemperatur 37,2° bis 37,4°. 











a Amino-N 
Zeit Spaltun 
Volumen gefunden . 
16 Stunden | 0,20 cem 23°/722 mm 24°), 
62 ‘i 0,47 cem 21°/729 mm 58 ,, 
108, 0,63 eem 209/740 mm 18 ,, 


Die Genauigkeit der ermittelten Prozentzahlen findet natur- 
gemaB bei den kleinen eingesetzten Versuchsmengen ihre Grenze 
durch die unvermeidlichen Versuchsfehler.') Immerhin ist das 
allgemeine Bild der Selbstspaltung hinreichend klar charakteri- 
siert. Bei dem ersten Versuch ist insbesondere beachtenswert, 
daB die Selbstspaltung schon nach 5—6 Tagen 90°/, des Be- 
trages erreicht, der fiir die Spaltung einer Saureamidgruppe 
berechnet wire, da sie aber auch nach 12'Tagen nicht wesent- 
lich diesen Betrag iiberschreitet. Man darf daraus wohl schlieBen, 
daB8 die Spaltung des Dipeptidanhydrids bei der vorhandenen 
Alkalitiit in der Hauptsache bei der Dipeptidstufe halt macht. 
Unsere Versuche zur Isolierung der Produkte der Selbstspal- 
tung sind wegen der Umstindlichkeit der Materialbeschaffung 
noch nicht abgeschlossen. Wir haben bisher in bescheidener 
Menge eine krystallisierte Verbindung mit Salicylaldehyd er- 
halten, die gegen 170° schmolz. Soweit wir bisher ein Urteil 
haben, scheint sie mit den Salicyl-aldehyd-Verbindungen der 
bisher bekannten Phenylalanyl-argine nicht identisch zu sein. 


Spaltung von Glycinanhydrid durch Arginin. 


0,5006 g fein gepulvertes Glycinanhydrid wurden bei 20° 
in 43,9 com einer waBrigen n/10-Argininlésung (1 Mol) gelést 





1) Wenn es auf eine genaue Ermittlung der Reaktionskonstante an- 
kommt, wird man bei kiinftigen Versuchen auch den Einflub der Luft- 
kohlensaiure zu beriicksichtigen haben. 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIII. 18 
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und in mehreren Zeitriumen an je 0,5 ccm der Gehalt an 
diazotierbarem Aminostickstoff nach van Slyke bestimmt. 
Bei der Berechnung wurde vom gefundenen Gesamtstickstoff 
die dem angewandten Arginin entsprechende, bei Versuchs- 
beginn ermittelte Stickstofimenge (1,48 cem bei 22° und 735 mm) 
abgezogen. Versuchstemperatur 37,4° bis 37,6°. 




















Volumen des Gesamt- 
Zeit Aminostickstofts Spaltung 
45 Stunden | 1,91 cem 21 °/733 mm 34°/, 
144 ‘4 2,28 eem 22°/730 mm 62 ,, 
264 e 2,62 eem 24°/722 mm 86 ,, 


Kin anderer Versuch mit 0,5006 g Glycinanhydrid und 0,7601 ¢ 
Arginin (1 Mol) in 49,2 cem Wasser ergab bei 37,0° bis 37,2°: 








18 Stunden 1,49 ecm 21°/727 mm 12°, 
56 ‘ 1,77 eem 20°/737 mm 40 ,, 
126, 2,09 eem 20°/737 mm 69 ,, 
220, 2,33 cem 21°/734 mm 88 ,, 
384 ‘i 2,40 cem 23°/745 mm 97 ,, 


Bei diesem Versuch muBten fiir die in den einzelnen 
Proben enthaltene Argininmenge je 1,33 ccm Stickstoff (21°, 
7388 mm) abgezogen werden. 


Durch besondere Versuche haben wir uns iiberzeugt, daB 
sowohl Glycinanhydrid wie Arginin in wiBriger Lésung unter 
unseren Versuchsbedingungen jedes fiir sich wahrend 14 Tagen 
kein bemerkbares Auftreten bzw. keine Zunahme von Amino- 
stickstoff erfuhren. 


Erheblich schneller als n/10-Argininlésung spaltet n/10- 
Natronlauge das Glycinanhydrid bei 37° Auch bleibt die 
Wirkung der Lauge selbst in dieser Verdiinnung nicht auf die 
Spaltung einer Amidbindung beschriinkt; schon nach 1/, Stunde 
fanden wir tiber 45°/,, nach 45 Stunden 129°/, und nach 
264 Stunden 133°/, der Menge, die fiir die Spaltung einer 
Amidgruppe berechnet wire. Die Spaltung mit n/10-Lauge 
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hat schon M. Liidtke+) mit ahnlichem Ergebnis untersucht, 
wenn auch seine Spaltungszahlen im einzelnen schwer mit den 
unsrigen zu vergleichen sind, weil er die Menge der angewandten 
Lauge nicht mitteilt. DaB in unserem Falle die Spaltung des 
Dipeptids verhaltnismaéBig friih zum Stillstand kommt, diirfte 
mit der geringen Menge des angewandten, stark verdiinnten 
Alkalis zusammenhangen. 


Inaktives Phenylalanyl-arginin-anhydrid. 


Die Darstellung aus inaktivem Phenylalanyl-arginin ge- 
schah ganz in der gleichen Weise, wie sie zuvor fiir die An- 
hydrisierung des aktiven Peptids beschrieben wurde, nur dab 
wir hier nicht von der Salicylaldehyd-Verbindung, sondern von 
dem freien krystallisierten Dipeptid ausgegangen sind, iiber 
das wir gerade verfiigten. Aus 1 g Dipeptid wurden schlieb- 
lich nach dem Umkrystallisieren aus Methylalkohol 0,15 g salz- 
saures inaktives Phenylalanyl-arginin-anhydrid erhalten. 

Zur Analyse wurde bei 20° und 0,1 mm iiber Phosphor- 
pentoxyd getrocknet. 

4,540 mg Substanz gaben 8,770 mg CO, und 2,760 mg H,0O. 

4,165 mg a », 0,765 cem N (24°, 747mm, 50°/,ige KOH 
nach Pregl). 

5,610 mg Substanz gaben 2,370 mg AgCl (direkt gefillt, nach Preg)). 

C,;H,,0,N,Cl (339,68) 

Ber. © 52,99°/, H 6,53 %/, N 20,62 °/, Cl 10,44 %/, 

Gef. ,, 52,68 9» 6,80 55 20,75 5, 10,45 

Die Probe auf diazotierbaren Stickstoff nach van Slyke 
fiel negativ aus. 

Das inaktive Chlorhydrat bildete farblose, mikroskopische 
Nadelchen, die bei 242° (korr.) schmolzen. Sie lésten sich 
leicht in Wasser, Methyl- und wasserhaltigem Athylalkohol, 
sowie Hisessig, schwerer in wasserfreiem Methylalkohol und 
nicht merklich in Aceton, Essigester und Ather. 





1) Diese Zs. Bd. 141, S. 100 (1924); vgl. ferner die Untersuchungen 
von P, A, Levene und M.H.Pfaltz, Jl. of general Physiol. Bad. 8, 
§.183 (1925); Jl. of Biol. Chem. Bd. 68, S.277 (1926); Bd. 70, S. 219 
(1926) und von E. Abderhalden und Mitarbeitern, Diese Zs. Bd. 170, 
S. 184, S. 146 u. S. 158 (1927). 
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Uber Darstellung und Eigenschaften der Erythrocyten- 
stromata. 


Von 


F. Haurowitz und J. Sladek. 





(Aus dem Medizinisch-chemischen Institut der deutschen Universitit in Prag.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1927.) 


Bei der Darstellung reinen Blutfarbstoffes nach Heidel- 
berger‘) wurde das Auftreten einer scharf begrenzten weiBen 
Schicht zwischen der Himoglobinlésung und der darauf schwim- 
menden Toluolschicht beobachtet. Auf diese Beobachtung 
griindet sich das im folgenden beschriebene Verfahren zur 
Darstellung reiner Stromasubstanz.”) Denn diese Mittelschicht 
enthalt die Stromata der roten Blutkérperchen, die sich durch 
mehrmaliges Waschen mit Kochsalzlésung auf der Zentrifuge 
nahezu farblos und frei von Hamoglobin gewinnen lassen. 


Zur Darstellung der Stromata bediente man sich bisher der Fiillung 
mit schwachen Siéuren nach Woolridge*) oder Mond‘) oder mit 
Ammonsulfat nach Pascucci.®) Es ist ein gewisser Nachteil dieser 
Methoden, da8 sehr groBe Mengen von Lésungsmitteln bendtigt werden. 
Ein dem unsrigen ahnliches Verfahren, bei dem an Stelle des Toluols 
Ather angewandt wird, beschrieben ferner Piettre und Vila®) und 
L. Morochowetz.’?) Die Trennung mittels Athers ist wegen Léslich- 
keit des letzteren in Wasser nicht so quantitativ wie jene mit Toluol. 





1) M. Heidelberger, Jl. of Biol. Chem. Bd. 53, S. 34 (1922). 

*) Unter Stroma wird in dieser Abhandlung nach Hammarsten, 
Lehrb. d. physiol. Chem. 1922 der ,,nach Entfernung des Himoglobins 
und anderer wasserliéslicher Stoffe zuriickbleibende Rest“ verstanden. 

8) Arch. (Anat. u.) Physiol. 1881, S. 387. 

‘) Pfligers Arch. Bd. 208, S. 574 (1925). 

5) Hofm. Beitr. Bd. 6, S. 543 (1905). 

6) C. R. Bd. 143, S. 787 (1906). 

’) Die Einheit d. Proteinstoffe, Bd. 1, 8. 153 (1908). 
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Denn man muB sich wohl vorstellen, daB die eigenartige Anreicherung 
der Stromata mitten zwischen der wiBrigen und der Toluolschicht da- 
durch zustande kommt, daB sie reichlich sowohl hydrophile (Eiweid), 
als auch toluollésliche Bestandteile (Lipoide) besitzen, die wiederum 
miteinander locker (durch Adsorption?) verbunden sind. Ein weiterer 
Nachteil des Athers ist, daB er auf den Blutfarbstoff zersetzend wirkt, 
so da bei langerer Verarbeitung groBer Mengen stets Zersetzungs- 
produkte auftreten (s. u.). 

Die von Hamoglobin weitgehend befreiten Stromata und 
die lipoidhaltige Toluolschicht wurden der chemischen Analyse 
unterworfen. Von deren Ergebnissen sind im Folgenden die 
wichtigsten mitgeteilt..) In einer friiheren Mitteilung des einen 
von uns”) war bereits hervorgehoben worden, daB das von 
Stroma befreite Himoglobin auch nahezu frei von Cholesterin ist. 


1. Darstellung reiner Erythrocyten. 


Zur Befreiung der Erythrocyten von Leukocyten und 
Thrombocyten wurde in Anlehnung an die Verfahren von 
Abderhalden und Deetjen*) und Hekma‘) Citratblut durch 
Watte filtriert und fraktionierter Zentrifugierung unterworfen. 
Am besten bewiahrte sich nach zahlreichen Vorversuchen die 
folgende Methode. 

6 Liter frisch gewonnenen Pferdeblutes wurden mit 6 Liter 
Citratlésung (enthaltend 0,75°/, Natriumcitrat und 0,9°/, NaCl) 
gemischt, zum Absetzen stehen gelassen, dann die Plasma- 
schicht abgehoben und die Erythrocytenschicht nach der Vor- 
schrift von Abderhalden und Deetjen durch Watte filtriert. 
Das Filtrat wurde mit Citratlésung versetzt, zentrifugiert, 
Waschwasser und die obere weiBliche leukocytenreiche Schicht 
abgehoben, der Rest neverlich filtriert. Der Zusatz von Citrat- 
lésung, das Zentrifugieren, Filtrieren und Abheben wurde 4mal 


wiederholt. 





!) Ein Teil derselben wurde von einem von uns auf der 10. Tagung 
der Deutschen Physiologischen Gesellschaft mitgeteilt. 

*) F. Haurowitz, Diese Zs. im Druck. 

3) Diese Zs. Bd. 51, S. 335 (1903); Bd. 58, S. 285 (1903). 

*) Biochem. Zs. Bd. 11, 8S. 177 (1908). 
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Nach jeder Filtration wurden rote und weiBe Blutkérper- 
chen in der ZeiB-Thomaschen Zahlkammer gezahlt. Wir 
fanden im nativen Blute auf 1 Leukocyten 1140 Erythrocyten; 
nach der 1., 2., 3, 4. bzw. 5. Filtration 2360, 2650, 8160, 
16150 bzw, 34500 Erythrocyten. 


Man kann sich dieses zeitraubende Vorgehen ersparen, wenn man 
darauf verzichtet, die Stromata der Erythrocyten frei yon Leukocyten 
und Thrombocyten zu erhalten. 


2. Trennung von Hamoglobin und Stroma. 


Die von Plasma, Leukocyten und Thrombocyten befreite 
Suspension der Erythrocyten wird durch wiederholtes Zentri- 
fugieren mit 0,9—1,2°/, iger NaCl-Lésung von Citrat und von 
letzten Resten der PlasmaeiweiBkérper befreit. Der erhaltene 
Erythrocytenbrei wird mit Wasser auf etwa */, des urspriing- 
lichen Blutvolums verdinnt, die Flissigkeit mit 1/, Volumen 
Toluol versetzt, geschiittelt und im Hisschrank unter éfterem 
Umschiitteln stehengelassen. Nach 48 Stunden wird zentri- 
fugiert. War die Himolyse vollkommen, so beobachtet man das 
Auftreten von drei scharf begrenzten Schichten, einer unteren 
klaren dunkelroten (lackfarbenen) Haimoglobinlésung, einer 
oberen klaren gelblichen Toluolschicht und einer mittleren 
weiBlichen Schicht von Stroma. Bei unvollstindiger Himolyse 
ist die Hamoglobinschicht zum Teil noch getriibt (deckfarben). 
Durch weiteren Zusatz von Wasser, neuerliches Schiitteln und 
Stehen in der Kalte wird vollkommene Himolyse erzielt. Zur 
Darstellung der Stromata wird die dunkelrote Lésung mittels 
einer an die Wasserstrahlpumpe angeschlossenen Pipette ent- 
fernt, durch 0,9°/, NaCl ersetzt, geschiittelt, zentrifugiert und 
dieser Vorgang bis zur vollkommenen Entfirbung wiederholt. 


Bei Verarbeitung mehrerer Liter Blut muBte zur Entfernung des 
Himoglobins 9 mal mit 0,9°/, NaCl zentrifugiert werden. Aber auch 
dann blieben Spuren von Farbstoff in der Stromasuspension. Durch 
Schiitteln und Zentrifugieren mit destilliertem Wasser geht noch etwas 
Farbstoff in Lésung. Arbeitet man mit kleineren Mengen — etwa 
20 cem Blut —, so vereinfacht sich der Vorgang wesentlich, da relativ 
groBbe Mengen NaCl-Liésung zum Auswaschen verwendet werden kénnen 
und 3—4 maliges Zentrifugieren geniigt. 
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Infolge der schnelleren Verarbeitung erhilt man dann die Stromata 
leicht vollkommen wei8 und frei von Farbstoff, allerdings in geringer, 
zur Analyse unzureichender Menge. 


3. Weitere Verarbeitung der Stromata. 

Auffallend ist das groBe Volumen, das die nach unserem 
Verfahren erhaltene zentrifugierte Stromasuspension einnimmt. 
Man erhalt aus 1 Liter Blut etwa 100—200 ccm eines weifen 
dicken Breies. Trotzdem dieser bloB etwa 1°/, KiweiB ent- 
halt, 14Bt er sich durch Zentrifugieren nicht stirker konzen- 
trieren. Bei Behandlung mit dem mehrfachen Volumen Alkohol 
oder bei Entwissern mit Ather (s. u.) schrumpft dagegen die 
ungeléste Masse auf einen Bruchteil ihres Volumens zusammen. 
Dabei verlieren die Blutkérperchen ihre typische Gestalt, die 
sie auch nach Abgabe des Himoglobins, also nach Verlust von 
etwa 95°/, ihrer Trockensubstanz, bewahrt hatten. 

Die iitherléslichen Lipoide der Stromata lassen sich auch 
durch wiederholtes Ausschiitteln der Stromasuspension mit 
Ather nur zum Teil in Lésung bringen, der Rest erst nach 
scharfem T'rocknen, Zu ihrer Gewinnung wurde daher die obere 
Toluolschicht abgehoben, dann die Suspension der Stromata 
nach Stanék mit viel peroxydfreiem Ather iiber festem KOH von 
Wasser befreit und auf diese Weise eine itherische Lésung 
simtlicher iutherléslicher Bestandteile — mit Ausnahme der 
von Toluol bereits aufgenommenen — erhalten. Der trockne 
Rest der Stromata gab bei weiterer Extraktion mit siedendem 
96°/,igem Alkohol grofe Mengen in Ather unléslicher Lipoide 
ab, bei darauffolgender Digestion mit n/100-Essigsiure weitere 
Mengen anorganischer Salze. Es verblieb schlieBlich ein in 


Ather, Alkohol und Wasser unlislicher Rest von StromaeiweiB. 
Die Ausbeute an Hiimoglobin, Stromalipoiden und Stromaeiweib 
aus Blut geht aus den folgenden Beispielen hervor. 
































Menge d. Stroma- Stroma- . . 
Bezeichnung Blutes lipoide eiweib Himoglobin 
eem g | "he £ i g °lo 
~~ eee oe — ———— a = a OS ———o — 
Mensch. . . 20 0,0223) 0,112 | 0,0380 0,190] 1,635) 8,07 
Pferd III . . 180 0,418 | 0,232 | 0,616 | 0,342 ]20,6 = 11,4 
Pferd V. . 335 0,308 0,092 | 0,227 | 0,067126,6 7,9 
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Die angefiihrten Werte stellen bloB die Ausbeute, nicht die quan- 
titative Verteilung der einzelnen Fraktionen dar, da bei praiparativem 
Arbeiten Verluste nicht zu vermeiden waren. 


4. Lipoide der Stromata. 


Die Verteilung der Lipoide auf die einzelnen Fraktionen 
wie auch ihre Gesamtmenge unterliegt (s. u.) sehr starken 
individuellen Schwankungen. Die Analyse des Lipoidgemenges 
wurde an den Extrakten aus dem Blut von Pferd II durch- 
gefibrt. Tab. I zeigt die dabei erschlossenen quantitativen 
Beziehungen. Die Lipoide der stets gelb gefirbten Toluol- 
schicht erwiesen sich nach Abdunsten des Toluols im Vakuum 
als vollkommen atherléslich. 


























Tabelle I. 
Gesamt- |{Phospha-| Unver- | Chole- Fett- 
Bezeichnung lipoide tide seifbares| sterin siuren 
Toluolschicht . . | 1,7701 0,319 0,745 0,76 0,82 
Atherextrakt 0,3785 0,154 0,041 0,045 0,23 
Alkoholextrakt. . | 0,4472 | 0,835 | 0 0 0,176 
Summe . . . . | 2,5958 | 0,808 | 0,786 | 0,805 | 1,226 


Methodik. Die Gesamtlipoide wurden durch Befreiung 
von Toluol bzw. Ather bzw. Alkohol im Vakuum und Wagung 
der Trockenriickstinde bestimmt. Der Gehalt an iAtherlés- 
lichen Phosphatiden wurde durch Aufschlu8 eines 'Teiles 
nach Liebig mit Soda und Salpeter und Fallung nach Pregl 
und Lieb?) als Ammoniumphosphomolybdat ermittelt. Die 
P-Werte wurden auf Lecithin umgerechnet, das Molekular- 
gewicht des letzteren zu 775 angenommen. Das Phosphatid 
des Toluol- und des Atherauszuges diirfte mit Kephalin iden- 
tisch sein. Es lieB sich aus der dtherischen Lésung durch 
Aceton fallen und derart von Cholesterin und Fetten reinigen. 
Beim Erhitzen mit festem NaOH gab es keinen Geruch nach 
N(CH,),; 0,1165 g der Acetonfallung wurden mit n/10-H,SO, 
hydrolysiert und in der wiBrigen Lésung im Apparat von 





') Pregl, Die quant. org. Mikroanalyse 1917, S. 133. 








Uber Darstellung und Eigenschaften der Erythrocytenstromata. 273 


van Slyke’) im Laufe von 16 Stunden Konstanz erzielt und 
3,9 com N, (735 mm, 20°) entwickelt, entsprechend 2,2 mg 
Amino-N; fiir 0,1165 g Kephalin berechnet 2,1 mg Amino-N; 
die bei der gleichen Hydrolyse gewonnenen Fettsiiuren wogen 
0,086 g; sie schmolzen bei 38°, ihre Jodzahl war 47,2. 

Das Alkoholextrakt war in Ather vdllig unlislich. 
Beim Erwirmen mit verdiinnter Essigsiiure ging Na-Acetat in 
Lésung, wahrend ein zaher, brauner, in dem angesiiuerten 
Wasser unldslicher Riickstand verblieb, der sich nun leicht, 
aber kolloidal (Tyndalltriibung) in Ather léste. Der in Ather 
losliche Stoff war bei 100° fest; er quoll in Wasser stark auf, 
ohne sich zu lésen. Er enthielt 3,0°/. P und 2,54°/, N 
(35,1 mg = 72,732 mg Ammon-phospho-molybdat; 44,4 mg = 
1,13 mg N). Das Verhiltnis P:N = 1,0:1,87; Sphingomyelin 
scheint jedoch nicht vorgelegen zu haben, da der Nachweis 
von Sphingosin nicht gelang. Orcinprobe”) positiv; bei Er- 
wirmen mit NaOH Geruch nach N(CH,),; Amino-N nicht nach- 
weisbar. 0,105g mit n/10-H,SO, hydrolysiert, liefern 41,3 mg 
Fettsiiuern vom Schmelzp. 46°, Jodzahl 51, Aquivalentgewicht 
gegen KOH 822. Ahnliche Eigenschaften wie unsere Substanz 
zeigt nach Landsteiner’) das ,,heterogenetische Antigen“ von 
Forssmann. Auf Grund der mitgeteilten Befunde kénnte aber 
auch eine Mischung von Lecithin mit einem Cerebrosid vor- 
liegen. 

Das Unverseifbare wurde durch Kochen mit alkoholi- 
scher KOH, Abdunsten des Alkohols und Extraktion mit Ather 
gravimetrisch bestimmt, das Cholesterin im Unverseifbaren 
colorimetrisch nach Autenrieth.*) Das Unverseifbare erwies 
sich, wie die Tabelle zeigt, lediglich als Cholesterin. Darauf 
hatte bereits das typische Aussehen seiner Krystalle gewiesen. 

Die Fettsiuren wurden durch Ansiiuern der vom Un- 
verseifbaren befreiten Seifenlésung, Extraktion mit Ather, 


1) §. van Slyke, Jl. of Biol. Chem. Bd. 22, S. 281 (1915). 

*) §. Frinkel u. K. Linnert, Biol. Zs. Bd. 26, S. 41 (1910). 

5) Landsteiner, Klin. Wochenschr. Bd. 6, S. 107 (1926), 

*) Autenriethu. Funk, zitiert nach L. Pinkussen, Mikromethodik 
1921, S. 79. 
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Waschen mit Wasser, Trocknen und Wigen bestimmt. In 
dem angegebenen Werte sind also auch die in den Phos- 
phatiden bereits nachgewiesenen Fettsiuren enthalten. Da- 
neben miissen jedoch entgegen ilteren Angaben!) auch freie 
oder Fetten entstammende Fettsiiuren vorhanden gewesen sein, 
Diese Fettsiuren besaBen ‘bnlichen Schmelzpunkt und 4hn- 
liche Jodzahl wie die des Kephalins. Sie wurden nach Aus- 
fillung des Kephalins mit Aceton aus dem Atherextrakt durch 
Verseifung mit KOH, Extraktion des Unverseifbaren und An- 
siuern des Riickstandes gewonnen. Schmelzpunkt = 39°, Jod- 
zahl = 49,6. 

Belege: 0,4179 g Toluolextrakt bzw. 0,1308 g Atherextrakt gaben 
0,177 g bzw. 0,0142 g Unverseifbares und 0,1940g bzw. 0,0790 g Fett- 
siuren. 0,885 bzw. 0,540mg Unverseifbares gaben 0,90 bzw. 0,60 mg 
Cholesterin; 18,9 mg Toluolextrakt bzw. 90,9 mg Atherextrakt = 9,1 bzw. 
98,3 mg Ammonphospho-molybdat. 

Die Verteilung von Phosphatiden, Unverseifbarem und 
Fett schwankt anscheinend. Wir fanden mit gleicher Methodik 
bei drei verschiedenen Priparaten folgende Werte: 


Cholesterin Phosphatide 
Pferd II (vgl. Tab. I.) 81°, 30°/5 
ej 16 37 
i = 31 34 


5. EiweiBkorper der Stromata. 


Die mit Ather und Alkohol erschépfend behandelten 
Stromata gaben bei Extraktion mit n/100-Kssigsiure am 
Wasserbade reichlich NaCl ab. Organische Substanzen gingen 
bei diesem Vorgehen nur spurenweise in Lésung. Aus 5,5 g 
entfetteter Stromata wurden 4,4 g unldslichen Riickstandes ge- 
wonnen. Er bestand ausschlieBlich aus Eiwei8kérpern und ent- 
hielt 15,99°/, N (Kjeldahl), 0,83°/, S (Benedict-Denis%, 
0,102°/, P (Pregl-Lieb*) und 0,07—0,16°/, Fe (Will- 
statter ‘). 

1) O. Pascucci, Hofmeisters Beitr. Bd. 6, S. 543 (1905). 

*) Denis, Jl. of. Biol. Chem. Bd. 8, 8. 401 (1910—1911). 

3) F. Pregl, a.a. 0. 

‘) Willstatter, Chem. Ber. Bd. 53, S. 1152 (1920). 


Uber Darstellung und Eigenschaften der Erythrocytenstromata. 275 


Belege. 11,0 bzw. 12,7 bzw. 16,3 mg Substanz = 1,76 bzw. 2,03 bzw. 
2.55 mg N (Kjeldahl); 0,115 g Substanz = 7,0 mg BaSO, (Denis- 
Benedict); 59,5 mg = 4,2mg Ammonphosphomolybdat (Pregl-Lieb). 

Im Gegensatz zu ilteren Befunden von Woolridge}), 
Morochovetz?) und Piettre und Vila*) kann somit als 
festgestellt gelten, daB Nucleoproteide wie auch Globuline im 
Stroma der von Leukocyten befreiten Erythrocyten fast voll- 
kommen fehlen. 

Denn ein Reihenversuch ergab uns, da8 NaCl-Lisungen von 0,5 
bis 10°/, nicht imstande sind, aus den Stromata EiweiB herauszulésen. 
Zu diesem Versuche wurde eine Suspension der noch nicht denaturierten, 
nur mit Toluol behandelten Stromata verwendet. Auf das Fehlen von 
Nucleoproteiden deutet nicht nur der sehr geringe Gehalt an P, sondern 


auch das Fehlen von Purinbasen im Phosphorwolframsiureniederschlag 
des Totalhydrolysates. 

Das in verdiinnter Kochsalzlésung suspendierte Stroma- 
eiwelB zeigte im Uberfiihrungsapparat bei 220 Volt Spannung 
keine deutliche Wanderung. 

Zur Kennzeichnung des Stromaeiweibes wurden an fiinf verschie- 
denen Priparaten 7 Hydrolysen mit HCl bzw. H,SO, und 2 Hydrolysen 
mit Baryt durchgefiihrt und die Verteilung des Stickstoffes auf die ein- 
zelnen Gruppen der Aminosiuren ermittelt. Wir fanden 7,3—9,9°/, 
Amid-N, 1,5—6,3°/, Humin-N, 50,3—60,3°/, Monoaminosiiure-N, 0,95 bis 
3,4°/, Nichtamino-N, 0,2—0,26°/, Cystin-N, 4,26—10,44°/, Arginin-N, 3,2 
bis 10,35°/, Histidin-N und 6,74—9,7°/, Lysin-N. Ferner 2,04—2,2°/, 
Tryptophan und 3,76—4,0°/, Tyrosin. Die Bestimmung der N-Vertei- 
lung geschah nach van Slyke (a. a. O.), jene des Histidins jedoch nach 
Koessler und Hanke‘), jene des Tryptophans und Tyrosins nach 
Folin und Looney.*) Die erhaltenen Werte, besonders jene fiir 
Histidin-N, schwankten so stark, daB an eine Beimengung von histidin- 
reichem Himoglobin zu dem eigentlichen StromaeiweiB gedacht werden 
muBte. Wenn unsere Priparate auch nahezu weiB und bloB leicht 
briunlich verfirbt waren, so war doch zu bedenken, daB peroxydhaltiger 
Ather Hiimatin vollkommen zu entfirben vermag, wie kiirzlich Schumm®) 


1) Vgl. oben a. a. O. *) Vgl. oben a. a. O. 

3) Vgl. oben a.a. O. 

*) Jl. of Biol. Chem. Bd. 43, 8. 527 (1920). 

°) O. Folin u. J. Looney, Jl. of Biol. Chem. Bd. 51, S. 421 (1922). 

*) O. Schumm, Diese Zs. Bd. 172, S. 38 (1927). Fiir unsere eigenen 
Versuche haben wir den kiuflichen Ather ‘stets von Peroxyden befreit 
(s. oben). Es kénnte jedoch im Verlaufe der Darstellung der Stromata 
neuerliche Bildung von Peroxyden eingetreten sein. 
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mitgeteilt hat. Wir konnten seine Beobachtung bestitigen. — Fir eine 
Beimengung von unlislichem, vielleicht durch langdauernde Einwirkung 
des Toluols denaturiertem Hamoglobin sprach auch der Gehalt an Eisen. 
Nur ein Teil desselben erwies sich nach Barkan’) als ,,abspaltbar“ 
durch 0,8°/,ige HCl, die folgende Ubersicht zeigt den Gehalt an_,,ab- 
spaltbarem“ und ,,nicht abspaltbarem“ Eisen in verschiedenen Priparaten. 
Die Bestimmung erfolgte colorimetrisch nach Willstatter’); die zu 
untersuchenden Priparate wurden mit Soda und Salpeter aufgeschlossen, 
die Schmelze in HCl gelést und durch Abrauchen mit der Hauptmenge 
der HCl von HNO, befreit. 


Tabelle LI. 














Priiparat |Gewicht|Abspaltbares Fe | Nicht abspaltbares Fe | Gesamt-Fe 
mg g mg | % m | %o | % 

Pferd I | 0,1320 | 0,026 | 0,020 0,066 | 0,050 0,070 
,, IL] 01347 | 0,070 | 0,052 0,14 | 0,104 0,156 
, IV | 0,4802 | 0,11 | 0,023 0,32 | 0,067 0,090 
» V]0,2085 | 0,092 0,044 021 | 0,101 0,145 














Um aus beigemengtcm Himoglobin stammendes Eiweif 
zu entfernen, wurden etwa 2g des HiweiBpulvers (Pferd [V) mit 
0,01 g Pepsin (Merck) und 100 ccm 0,3°/,iger HCl 24 Stunden 
bei 40° behandelt, dann filtriert und der Riickstand neuerlich mit 
Pepsin, HCl behandelt. Di s wurde dreimal wiederholt. Die am 
Wasserbade eingedampften, gelésten Chloride von Eiweib- 
abbauprodukten wogen nach 24, 48, 72 bzw. 96 Stunden 440, 
470, 270 bzw. 95 mg. <-. weiterer Behandlung mit Trypsin 
gingen bloB 12 mg EiweiB in Lésung. 

Der mit Wasser erschépfend gewaschene Verdauungs- 
riickstand wog 0,626 g. Derselbe wie auch die vereinigten 
Pepsinausziige und Waschwisser wurden gesonderter Hydro- 
lyse mit konzentrierter HCl unterworfen. Der geringe N- 
Gehalt des Pepsins (0,01 g = 0,13 mg N nach Kjeldahl) 
konnte hierbei vernachlissigt werden. Dagegen diirfte der 
hohe Gehalt des Pepsins Merck an Kohlehydraten fiir die 





1) G. Barkan, Diese Zs, Bd. i71, S. 194 (1927). 
®) R. Willstatter, a. a. O. 
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hohen Werte an Humin-N verantwortlich sein. 


der Hydrolyse zeigt Tab. III. 


Tabelle III. 


Das Ergebnis 


N-Verteilung im StromaeiweiB aus Pferd IV. 





Durch Pepsin léslicher 





Unl6sl.Riickstand (Geriist- 
eiweiB der Stromata) 














Fraktion 
Anteil (Hamoglobin ?) 
Amid-N 427, | | 
Humin-N . 26,2 
Monoaminosiiure-N 44,1 
Diaminosiure-N 25,4 
(u. zwar Histidin-N) (13,1) 


Der hohe Gehalt an Histidin-N 


9,9 i 0 
15,2 
60,5 
14,0 
(2,35) 


und an Diaminosiure-N 


bestatigt den Verdacht, daB noch immer Hamoglobin dem eigent- 
lichen Stromageriisteiwei8 beigemengt gewesen war. Tab. II] 
zeigt jedoch auch, da diese Beimengung von HaimoglobineiweiB 
durch Pepsinverdauung entfernt werden kann. 

Uber den durch Pepsinverdauuag erhaltenen, von Hiimo- 
globin befreiten Verdauungsriickste:d, das eigentliche Geriist- 
eiwelB der Stromata, laBt sich nach den oben angefiihrten 
Analysen folgendes aussagen: Es ist weder durch Pepsin, noch 
auch durch Trypsin angreifbar, -ist.nahezu frei von Phosphor 
und enthalt nur geringe Mengen Schwefel, so daB es den 
eigentlichen Keratinen fernsteht. 








Untersuchungen iiber die basischen Eiweifstoffe, 
ein Beitrag zu ihrer Entwicklungsgeschichte. 
Von 
A. Kossel + und E. G. Schenck.*) 


(Aus dem Institut fir EiweiBforschung der Universitit Heidelberg.) 


(Der Redaktion zugegangen am 28. Dezember 1927.) 


Die friiheren Untersuchungen A. Kossels an den basi- 
schen Kiweifstoffen der Fischspermatozoen ergaben stets Prot- 
amine oder Histone von fiir die einzelnen Fischarten cha- 
rakteristischen Eigenschaften und Zusammensetzungen. Bei der 
Weiterfiihrung der Untersuchungen am Karpfen, die A. Kossel 
und Dakin im Jahre 1904 begonnen hatten, konnte im Gegen- 
satz zu den friiheren Ergebnissen fiir diesen Fisch eine groBe 
Mannigfaltigkeit in der Zahl und der Zusammensetzung der 
ihm eigentiimlichen basischen EiweiBstoffe festgestellt werden. 
Ks zeigte sich, daB zwischen den HiweiBstoffen aus verschie- 
denen Reifestadien der Testikel entwicklungsgeschichtliche Zu- 
sammenhinge bestehen, der Art, daB die einzelnen Proteine 
sich wihrend der Testikelreifung auseinander aufbauen. Weiter- 
hin konnte wahrscheinlich gemacht werden, da’ auch im 
Heringstestikel wihrend der Reifung ahnliche Vorginge statt- 
finden. 


1. Zur Systematik. 


Da wir es viel mit Ubergangsprodukten zu tun haben 
werden, erscheint es uns angebracht, die einzelnen in Betracht 
kommenden Kiwei8gruppen noch einmal fest zu umreifen. 





*) Kin groBer Teil der Untersuchungen wurde noch unter der 
Leitung von Geheimrat Kossel ausgefiihrt; nach seinem Tode muBte 
der zweite Verfasser die Untersuchungen zu Ende fiihren und die Zu- 
sammenstellung der Ergebnisse itibernehmen. 


Bnei si 
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Die Gruppen der Protamine und Histone sind in ihren 
Kigenschaften und ihrem Verhalten so gut bekannt und ab- 
gegrenzt, daB es sich eribrigt, wieder darauf einzugehen. In 
seinem demnichst erscheinenden Buche hat A. Kossel!) die 
Gruppe der Protamine je nach ihrem Gehalt an 1, 2 oder 
3 Hexonbasen in Mono-, Di- und Triprotamine eingeteilt. Der 
Begriff Tri- und Monoprotamin ist eindeutig; es ist noch kein 
KiweiBkérper ohne Arginin gefunden, unter einem Monoprot- 
amin wird also immer ein nur argininhaltiges Protamin zu ver- 
stehen sein. Dagegen ist der Begriff Diprotamin doppeldeutig; 
es gibt Protamine, welche an Hexonbasen Arginin und Lysin 
enthalten, wie z. B. das Cyprinin oder das Crenilabrin und 
auch andere, welche Arginin und Histidin enthalten, wie 
das Percin oder das Protamin von Stizostedium. Es wiirde 
sich vielleicht empfehlen, hier vor den Namen des EiweiBstoffes 
die Namen der Hexonbasen zu setzen. Percin z. B. wire ein 
(Arginino, histidino) diprotamin. Die iiberwiegende Mehrzahl 
der bereits gefundenen Histone enthilt alle 3 Hexonbasen, 
die einzigen, welche vielleicht eine Ausnahme machen, sind 
die Histone einiger Seeigel.?) 

Auch uns erscheint es nach unseren Untersuchungen 
nétig, gleichberechtigt neben diese beiden Gruppen eine neue 
3. Gruppe zu stellen. Wir schlieBen uns hierbei K. Felix®) 
an, welcher fiir die von ihm in der Lymphdriise, Darmschleim- 
haut usw. gefundenen Kérper den Gruppennamen ,,basische 
Peptone“ vorschlug. Einige der von uns gefundenen Kérper 
gehéren ebenfalls in diese Gruppe. Je nach dem Gehalt an 
1, 2 oder 3 Hexonbasen miissen sie wie die Protamine in 
basische Mono-, Di- und Tripeptone unterteilt werden, z. B. 
basisches Cyprinodipepton (Arginin, Lysin) oder basisches 
Lymphotripepton. 

Zur Charakteristik und Abgrenzung gegen die anderen 
Gruppen ist folgendes zu sagen: 

1. Wie die Histone und Protamine sind auch die basi- 
schen Peptone stark basische EiweiBstoffe. Zwischen 25 und 
65°/, vom Gesamtstickstoff fallen auf die Hexonbasen. 

2. Sie geben keine Reaktionen auf Schwefel und Phosphor. 
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3. Von den Protaminen und Histonen unterscheiden sie 
sich dadurch, daB sie 
weder mit Ammoniak und ammoniakalischer Eiweib- 
lésung, noch mit Ferrocyankali oder Sulfosalicylsiure 
einen Niederschlag geben. Das erméglicht ihre Trennung von 
den obengenannten Gruppen. Die anderen Farb- und Fillungs- 
reaktionen der Protamine und Histone geben auch sie. 

4, Mit Pepsin-HCl sind sie, aber wahrscheinlich nicht 
alle, noch weiter abzubauen; die Abbauprodukte sind wieder 
basische Peptone, nur von anderer Zusammensetzung als das 
Ausgangsprodukt. 

Von den anderen Peptonen unterscheidet sie der hohe 
Gehalt an Hexonbasen, das Fehlen von Schwefel, ebenso das 
Fehlen der Fallung durch Ferrocyankali und KEssigsiiure, die 
bei manchen Peptonen eintritt. 

Basische Peptone sind bisher nur in Zellkernen gefunden, 
so da8 alle bisher aus Zellkernen dargestellten Kiweifstofte 
in eine der drei Eiwei8gruppen basischer Natur einzu- 
reihen sind. 


2. Uber die EiweifSstoffe des Karpfenspermas. 


Miescher*) beschrieb im Jahre 1874 aus dem Sperma 
des Karpfens eine peptonartige Substanz mit basischen Eigen- 
schaften. Im Jahre 1904 haben dann Kossel und Dakin®) 
iiber Protamine berichtet, welche sie im Sperma des Karpfens 
fanden. Im Gegensatz zu den anderen Protaminen blieb hier 
die Menge der Hexonbasen unter 50°/, des Gesamtstickstoffs, 
die Kérper zeigten aber alle Protaminreaktionen. Aus den 
verschiedenen Spermapraparaten erhielten sie nicht immer 
denselben Kérper. Die Summe der Hexonbasen, sowie das 
Verhiltnis vom Arginin und Lysin war verschieden. 

Kossel und Dakin stellten auf Grund ihrer Ergebnisse 
folgende Tabelle 1 auf. 

Sie faBten Cyprinin 1 und 3 als voraussichtlich einheit- 
liche Substanzen auf und nannten sie Cyprinin @ und f. 
Cyprinin 2 sollte ein Gemisch dieser beiden Protamine sein. 

Im Cyprinin @ war ein Kérper entdeckt worden, der 
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lysinreicher war, als alle bekannten KiweiBstofie. Von Mono- 
aminosiuren wurde Tyrosin und Aminovaleriansiiure gefunden. 


Tabelle 1. 


Cyprinin. 














1 2. } 
Gresamt-N . . 0°), | 100: */, |. 100° */, 
Im Arginin . . . 8,7 16 28,0 
Im Lysin. .. . 30,3 19,2 6,6 
Im Tyrosin . . . | Spuren 0,5 1,5 


Diese Untersuchungen wurden vor zwei Jahren wieder 
aufgenommen. Spermapriparate, die in verschiedenen Jahren 
und Jahreszeiten gesammelt und konserviert waren, wurden 
verarbeitet (vgl. 8S. 301). Die erhaltenen EiweiBstofie zeigten, 
am Arginingehalt gemessen, ganz verschiedene Zusammen- 
setzung. Es wurden bei der Analyse in einem Priparate 
28,6°/, 
Priiparaten waren die entsprechenden Werte: 20,52°/,, 19,49°/,, 
16,66°/,, 14,10°/,, 11,12°/,. Die Eigenschaften unserer Pri- 
parate waren ganz dieselben, wie sie von Kossel und Dakin 
schon angegeben worden waren. Die Substanzen fielen aus 
Alkohol nie als Ol heraus, zeigten die Biuretprobe, fillten aus 
ammoniakalischer Lésung Kiwei8. Die Millonsche Probe fiel 
ganz verschieden stark aus. 

Diese Priparate stellten offenbar Gemische verschiedener 
Substanzen dar. Kinen Weg zur Trennung in die Bestand- 
teile zeigte ein Praiparat, welches nach genau denselben Me- 
thoden dargestellt worden war, wie die anderen. Es hatte 
einen Gehalt von nur 6,05°/, Arginin-N und gab im Gegen- 
satz zu den oben erwahnten Priparaten keine Fallung mit 
ammoniakalischer Kiwei®lésung, mit Ferrocyankali und Sulfo- 
salicylsiure. 

Wir benutzten diese Unterschiede und konuten aus den 
Gemischen ein Protamin und ein basisches Pepton darstellen. 


vom Gesamt-N als Arginin-N ermittelt, in anderen 
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Die Protamine des Karpfenspermas (Cyprinine). 


Der durch Ferrocyankali oder Sulfosalicylsiure fallbare 
Korper ist ein Protamin und entspricht ungefahr dem Cy- 
prinin # von Kossel und Dakin. 

Er gibt folgende Reaktionen: 

Positiv: Biuret-, Sakagouchi-, Millonsche Probe; negativ: 
Diazo-, Adamkiewicz-Probe; fallbar durch ammoniakalische 
EiweiBlésung, Ammonsulfat, Pikrin-, Phosphorwolfram-, Sulfo- 
salicyl- und Ferrocyanwasserstoffsiure, durch Kaliumqueck- 
silberjodid; unfallbar durch HgSO, und durch Ammoniak. 

Die Bausteinanalyse zeigt nun, daB die Proteine, welche 
die gleichen Reaktionen geben, keineswegs dieselbe Zusammen- 
setzung haben miissen, Wenn man aus jedem Spermapraparat 
die EiweiBkérper gesondert darstellt und analysiert, findet 
man beim Karpfen groBe Unterschiede; das wird noch deut- 
licher bei den basischen Peptonen festzustellen sein, welche in 
gréBerer Menge zur Verfiigung standen. 

Die Analysen ergaben: 


Tabelle 2. 


Cyprinin (vgl. aber auch S. 284 Pseudocyprinin), 
vom Gesamt-N = 100°/, entfallen auf den 

















Ny. Hexonbasen-N Arginin-N Lysin-N a 
a in °%/, m 71, 
1 42,53 29,76 12,77 Sommerhalbjahr 
2 38,94 23,54 15,40 Winter 
3 43,09 17,46 25,63 Mai 


Der Stickstoffgehalt des Cyprininsulfates betrug in einem 
der Praparate 14,82°/. 


Das Cyprinohiston. 


In einem Priparat wurde neben dem basischen Pepton 
ein echtes Histon gefunden, welches unter Benutzung der Fiall- 
barkeit durch Ammoniak (vgl. 8. 303) abgetrennt werden konnte. 

Die Reaktionen waren die typischen der Histone. 

Auffillig ist das Vorhandensein von Histidin im Molekiil. 
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Bausteinanalyse: Von 100°/, Gesamt-N entfallen 41,57°/, 

auf Hexonbasen-N; darunter 19,05°/, auf Arginin-N, 19,07°/, 

auf Lysin-N, 3,45°/, auf Histidin-N. AuBerdem ist Tyrosin 
qualitativ nachgewiesen. 


Basische Peptone des Karpfenspermas. 


1. Basische Cyprinodipeptone 1. 

Von groBer Mannigfaltigkeit in ihrer Zusammensetzung 
waren die verschiedenen basischen Peptone, welche wir nach 
der Trennung erhalten konnten. Niemals stimmte eine Ana- 
lyse mit der anderen iiberein. 

Dagegen sind die Reaktionen bei allen Substanzen die 
gleichen: 

positiv: Biuret-, Sakagouchi- Probe; wechselnd: Millon- 
sche Probe, 

negativ: Diazo-, Adamkiewicz- Probe, 

fallbar durch Pikrin-, Phosphorwolframsiure und Kalium- 
quecksilberjodid, 

unfallbar durch ammoniakalische EiweiBlésung, Sulfo- 
salicylsaure, Ferrocyanwasserstoffsiure. 

Tabelle 3. 
Basische Cyprinodipeptone 1, 
vom Gesamt-N = 100°/, entfallen auf den 

















Ny, | Hexonbasen-N Arginin-N Lysin-N a ve 
i *y, in °%/, in °/, 
41,42 3,28 und 2,83 38,14 Winter 
2 49,31 3,73 45,56 E 
3 48,23 5,30 42,93 Sommer 
4 40,71 12,11 28,60 Winter 
5 52,92 18,02 34,90 a 
6 47,16 0,36 46,80 Februar 
7 47,12 5,98 41,14 Miirz 
8 46,02 1,21 45,81 April 
9 34.89 6,00 28,82 Mai 
10 54,78 10,92 43,81 Juni 


In 10 g eines Gemisches der Kérper 1—5 wurden die 
Monoaminosiuren bestimmt. 3,6°/, Prolin-N, 13,7°/, Amino- 
19* 





ve 
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valeriansiture; 13,31°/, Alanin vom Gesamt-N, wenig Tyrosin. 
Der N-Gehalt des Sulfates betrug bei Kérper 4: 14,40°/,. 

Sehr interessant war ein Kérper, der einmal neben den 
basischen Peptonen gefunden wurde und der als ein basisches 
Pepton mit Protamineigenschaften (Pseudocyprinin) anzu- 
sprechen ist. Er zeigt EKiweiBfaillung und wird durch Sulfo- 
salicylsiure und H,Fe(CN), gefallt. Bei der Verdauung mit 
Pepsin- HCl stellte sich aber heraus, daf& er angreifbar war, 
was die Protamine sonst nicht sind. AuBerdem war er im 
Tierversuch nicht giftig wie das Cyprinin. 

Auch die Bausteinanalyse wies ihn zu den _ basischen 
Peptonen: 

44,28°/, Hexonbasen-N vom Gesamt-N, darunter 14,8°), 
Arginin-N, 29,48°/, Lysin-N. 

‘s kann nun sein, daB dieser Kérper einigen unserer 
Cypriniupriiparate beigemischt war, als wir diese Verhiltnisse 
noch nicht kannten. Ein kleiner Rest eines Cyprinins (Nr. 2 
der T'abelle, 8. 282) erwies sich als unverdaulich, die Fallung 
wurde aber schwicher, so daB vielleicht auch hier ein Pseudo- 
cyprinin zugemischt war. Dann lieBe sich erwarten, daB das 
Protamin 1 der Tabelle (S. 282) das echte reine Cyprinin dar- 
stellen wiirde. Jedenfalls wiirde es méglich sein, im Zweifels- 
falle durch die Pepsinverdauung und anschlieBende Trennnng 
des entstandenen basischen Peptons nach der auf S. 301 be- 
schriebenen Methode ein reines Protamin zu gewinnen. 

2. Basische Cyprinodipeptone 2. Neben den schon 
aufgefiihrten basischen Peptonen 1 wurde noch eine ganze Reihe 
weiterer gefunden, welche sich im Filtrat der oben erwiihnten 
Protamine, Histone und basischen Peptone befanden. Fiallt man 
die schwefelsaure Extraktionsfliissigkeit mit der 8—5fachen 
Menge Alkohol ohne Ather, so bleiben diese Kérper noch un- 
gefallt. Sie werden nach Verdampfung des Alkohols als Phos- 
phorwolframate gefillt, der Niederschlag zersetzt und aus kon- 
zentrierter waBriger Lésung mit Alkohol gefallt. Das Pepton 
fallt meist als Ol heraus. 

Diese Cyprinodipeptone 2 wurden in fast allen Priiparaten 
gefunden, doch oft in so geringer Menge, daB sie nur fiir dic 
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verschiedenen Reaktionspriifungen ausreichten, welche dfters 
Verschiedenheiten zeigten. 

Untersucht wurden sechs derartige Substanzen: 

Positiv: Biuret-, Sakogouchi- Probe; wechselnd: Millon- 
sche, Diazo-, Adamkiewicz-Probe. Fiallung mit Pikrin und 
Phosphorwolframsiure; nicht vollstindig aussalzbar. Fiallung 
mit HgSO, und Kaliumquecksilberjodid wechselnd. 

Unfallbar durch Ammoniak, ammoniakalische EKiweib- 
lésung, Sulfosalicylsiure, Ferrocyanwasserstofisdure. 

Bausteinanalysen konnten ausgefiihrt werden von 


Tabelle 4, 




















Priparat 1 2 3 4 
Sammelzeit Winter Miirz Mai Juni 
Hexonbasen-N 64,04 °/, 42,12 °/, 29.35 °/o | 47,81 °/, i am 
Arginin-N . .| 34,02 mibgliickt 13,45°/, | 26,44 o 8 
re 
Lysin-N . .| 30,02 _ 15,93 21,37 ™ 
AuBerdem | Tyrosin, | wenig Tyro-| kein Tyro- | Tyrosin, 
qualitativ - Trypto- sin, kein sin, kein | Trypto- 
nachgewiesen | phan j; Tryptophan | Tryptophan| phan 


Die positive Diazoreaktion wird durch das Tyrosin hervor- 
gerufen. Histidin wurde nicht gefunden. 

3. Basische Cyprinotripeptone: Im Filtrat der bas. 
Dipeptone 2 befanden sich noch in den meisten Fallen bas. 
Cyprinotripeptone, welche erhalten werden konnten, indem zur 
Trockne eingedampft wurde, da sie mit Alkohol und Ather 
nur unvollstindig fallen. Sie sind zumeist noch durch Purin- 
derivate verunreinigt, welche aber in Wasser schwerer loéslich 
sind, so daB sich das Pepton durch Auflésen in Wasser, Fil- 
trieren und Kindampfen gut reinigen li®t. Erhalten werden 
dann gelbe bis dunkelbraune Substanzen. Aus den verschie- 
denen Spermapriiparaten konnten 7 Kérper untersucht werden. 

Die Reaktionen gleichen denen der bas. Dipeptone 2, doch 
ist die Diazoreaktion viel stirker. Tryptophan und Tyrosin sind 
in einzelnen Praparaten vorhanden. Die Fiallbarkeit durch 
HgSO, und durch Kaliumquecksilberjodid wechselt ebenfalls 
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in den verschiedenen Substanzen, oft entspricht einer Unfill- 
barkeit durch HgSO, eine Fallbarkeit durch Kaliumquecksilber- 
jodid und umgekehrt. 


Auch die Diazoreaktion wechselt in ihrer Starke. Bei der 
Analyse des Priparates 3 fiel auf, daB im zersetzten Silber- 
Barytniederschlag die Starke der Reaktion eigentlich nicht mit 
dem gefundenen Wert iibereinstimmte. Dieser hatte niedriger 
sein miissen. Vielleicht hegen ahnliche Verhiltnisse vor, wie 
bei den Histonen der Seeigel, wo Kossel und Edlbacher® 
in der Histidinfraktion trotz fehlender Diazoreaktion iiber 3°/, 
vom Ges.-N fanden. Bei der Menge von 0,75 g, die uns nur 
zur Verfiigung standen, konnten wir dies nicht niher unter- 
suchen. 























Tabelle 5. 
Bausteinanalysen. 

Priparat 1 2 3 

Sammelzeit Winter Winter Juni 
Hexonbasen-N 49,51 /, 44,99 /, 45,20, |] 
Arginin-N . . 15,17 etwa 1—2 | 138,50 vom 
Lysin-N. . 3,47 » 17—18 16,98 Gesamt-N 
Histidin-N . . 30,87 » 26—27 15,72 

AuBerdem kein Tyrosin,| kein Tyrosin, | Tyrosin ++ 

qualitativ kein Trypto- | Tryptophan + | Tryptophan 
nachgewiesen phan 











Die Werte fiir Priparat 2 stimmen nur annahernd, weil 
die groBe Menge Histidin neben der geringen Argininmenge 
den Analysengang stérte. Im zersetzten Silber—Barytnieder- 
schlag fiel bei der Argininbestimmung nichts heraus. In einer 
zweiten Bestimmung, in welcher aus dem Hydrolysat nach 
Entfernung der Schwefelsiure das Arginin bestimmt werden 
sollte, fiel Histidinflavianat mit einzelnen Argininflavianat-Kry- 
stillchen aus. 


Diese eben beschriebenen basischen Cyprinotripeptone sind 
wohl die histidinreichsten bisher beschriebenen EiweiBstotfe. 
Von allen bisher aufgefiihrten Substanzen sind die Platin- 
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chloriddoppelsalze nach der von Goto‘) angegebenen Methode 
leicht darzustellen. Sie sind nicht krystallin. 

Wir haben an Hunden die Giftigkeit der verschiedenen 
dargestellten KiweiBkérper untersucht. Bei intravenéser In- 
jektion von 2°/,igen Lésungen zeigte sich, dab die basischen 
Dipeptone 1 und 2 und das basische Tripepton auch in gréBerer 
Menge (0,5 g) nur geringfiigige Erscheinungen machten. Das 
Pseudocyprinin war ebenfalls ungiftig. Dagegen fanden bei 
der Injektion kleinerer Mengen von Cyprinohiston (etwa 0,18 ¢ 
und Cyprinin (etwa 0,25 g) schwere, zum Teil tédliche Vergil- 
tungen statt. 


Uber Abbauversuche mit Pepsin-HCl. 


Friihere Untersuchungen von Kossel*) und Pringle und 
von Felix’) haben ergeben, daf die Protamine durch Pepsin- 
HCl nicht, wohl aber die Histone, und zwar zu Histopeptonen 
abbaubar sind. Wir haben auch einige unserer Kérper der 
Kinwirkung von Pepsin-HCl ausgesetzt. 

1. Cyprinohiston. 1,5g des Histonsulfates wurde im 
Brutofen bei 88° verdaut, nach 6 Tagen waren die typischen 
Reaktionen bedeutend schwiicher, beim Erkalten erstarrte die 
ganze Masse zu einer Gallerte. Ks wurde mit Alkohol gefillt, 
dabei wurden 0,5 g eines weiBen Ké6rpers erhalten (Histo- 
pepton 1). Im Filtrat wurde ein zweiter Bestandteil gefunden 
(Histopepton 2). Die erhaltenen Substanzen zeigen die typischen 
Reaktionen der basischen Peptone, nur die Fiallbarkeit durch 
Sulfosalicyl- und Ferrocyanwasserstoffsiiure ist noch schwach 
positiv. Die Diazoreaktion ist beim Histopepton 1 negativ, 
die Millonsche Probe schwach positiv, wihrend beim Histo- 
pepton 2 beide Reaktionen stark positiv sind. Durch Pepsin- 
HCl wird also das Cyprinohiston in ein histidinfreies und ein 
histidinhaltiges basisches Pepton zerlegt. Wir konnten nur 
das erstere analysieren. 

Die erhaltenen Kérper sind augenscheinlich Zwischen- 
produkte zwischen den Histonen und basischen Peptonen, zu 
welchen auch die Histopeptone gehéren. Das ersieht man 
daraus, daB die Fallbarkeit durch Ammoniak und ammoniakali- 
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sche HKiwei8lésung negativ, die durch Sulfosalicylsiure und 
H,Fe(CN), noch positiv ist. Bei weiterer Verdauung wiirde 
wohl auch diese negativ werden. 
Die Analyse ergab fir Histopepton 1: 
Hexonbasen-N = 48,02°/, vom Ges.-N  Arginin-N = 27,0°/, vom Ges.-N. 
Lysin-N = 21,02°/, vom Ges.-N. 


(segeniiber dem Ausgangsprodukt (s. S. 282) ist also eine An- 
reicherung an Hexonbasen festzustellen. 

2. Basisches Pepton mit Protamincharakter(Pseudo- 
cyprinin). Nach zweitigiger Verdauung waren auch in starkster 
Konzentration seine typischen Reaktionen negativ geworden. 
Mit Alkohol und Ather wurden aus der Lésung 0,5 g¢ = 50°, 
der Ausgangsmenge eines basischen Peptons 1 erhalten, welches 
in Wasser leicht léslich war. Im Filtrat wurden nochmals 
0,3 g eines braunen Ko6rpers erhalten, der in Wasser sehr leicht 
léslich war und aus konzentrierter Lésung nur durch einen 
groBen Uberschu8 an Alkohol und Ather als braunes OI ge- 
fallt werden konnte (basisches Pepton 2). 

Die Reaktionen beider Substanzen sind die typischen der 
basischen Peptone. 


Tabelle 6. 


Bausteinanalyse. 








Bas. Pepton 1 | Bas. Pepton 2 


Hexonbasen-N 49,70 °/, 











84,15 %/, 
Arginin-N .. 13,58 13,62 vom Ges.-N 
Lysin-N — 36,12 20,53 


Ks findet also die Spaltung so statt, daB einer der Kérper 
basenreicher, der andere basenirmer wird. 

3. Basisches Pepton (Juni) Hier konnten wir uns 
nicht auf Anderungen in den Reaktionen stiitzen. 1g des 
basischen Peptons (Nr. 10 der Tab. 8, 8.283) wurde 2 Tage lang 
der Pepsinverdauung ausgesetzt und aus der Lésung dann 
mit Alkohol gefallt. Ausbeute 0,6 g. 


Die Analyse ergab: 
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Hexonbasen-N = 43,25°/, des Ges.-N  Arginin-N = 9,402°/, des Ges.-N 
Lysin-N = 33,85°/, des Ges.-N. 


In diesem Falle entstand also aus einem basischen Pepton ein 
anderes weniger basenreiches. 


3. Untersuchungen am Heringssperma. 

Goto") hatte bei der Elementaranalyse verschiedener Platin- 
doppelsalze des Clupeins festgestellt, daB diese zum Teil nicht 
miteinander tbereinstimmten. Da wir den Entwicklungsgang 
der basischen EiweiBstoffe zu studieren beabsichtigten, lag uns 
daran, gerade, wenn mdglich, verschieden zusammengesetzte 
Clupeine voneinander zu trennen und zur Analyse zu bringen. 
Deswegen wurde das bei den Ké6rpern des Karpfenspermas 
erfolgreiche Trennungsveriahren mit H,Fe(CN), oder Sulfosalicyl- 
siure auch auf das Clupein angewandt. Die Trennung in ein 
Protamin und ein Pepton gelang nicht, jedoch konnten wir 
verschiedene nahe verwandte Clupeine feststellen und auch ein 
basisches Clupeodipepton in einem (vielleicht nicht ganz reifen) 
Spermapraparat auffinden. Der Gang der Untersuchung war 
folgender. Eine Lésung von 23 g Clupeinsulfat wurde so lange 
mit 20°/, iger Sulfosalicylsiure versetzt, bis nichts mehr ausfiel. 

Im Filtrat gab Alkohol noch eine Fallung, der Kérper 
wurde ausgefallt und iiber das Pikrat gereinigt (Ausbeute 0,6 g). 
Clupein 1. (Die Beschreibung der Higenschaften der erhal- 
tenen Substanzen folgt spiter.) 

Der Niederschlag der Sulfosalicylsiurefillung war dlig, 
er wurde in HCl gelést, stark verdiinnt und das Clupein als 
Pikrat ausgefallt. Losung des Pikrats in Aceton—Wasser; 
dabei fiel auf, da& mit fortschreitender Lésung das zuerst 
klebrige Priparat immer harter wurde. SchlieBlich blieb ein 
unléslicher Rest zuriick, welcher hart und pulverig geworden 
war. Er wurde abgetrennt, in 20°/, H,SO, gelést und mit 
Alkohol gefallt. Er fallt als Ol (Ausbeute 0,45 g), Clupein 2. 

Der in Aceton—Wasser loésliche Teil wird mit Alkohol 
und H,SO, gefallt (Ausbeute nach der Reinigung 19g). 

Da, wie spiiter nachgewiesen wird, das Clupein 1 identisch 
mit der Hauptmenge ist, wird diese weiter verwendet, um dic 
Kinwirkung yon H,ie(CN), zu untersuchen. 
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Das Clupein wird mit einer konzentrierten Lésung von 
H,Fe(CN), gefallt, der Niederschlag abfiltriert. Im Filtrat 
wird die iiberschiissige Siure mit Kupfersulfat entfernt. Mit 
Alkohol fallt nur noch eine nicht nennenswerte Menge Clupein aus. 

Ferrocyanniederschlag. Der 6lige Niederschlag wird 
mit Kupfersulfatlésung so lange verrieben, bis sich die ge- 
bundene Ferrocyanwasserstoffsiure umgesetzt hat und der Nieder- 
schlag flockig geworden ist. Dann wird Wasser und einige 
Tropfen 20°/,ige H,SO, zugesetzt, auf 50—60° erhitzt und 
dann abfiltriert. Die Extraktion wird so lange fortgesetzt, bis 
im Filtrat mit Natriumpikrat kein Niederschlag mehr entsteht. 
Weil bei den verschiedenen Extraktionen vielleicht infolge ver- 
schiedener Léslichkeit eine Trennung der nahe verwandten Kér- 
per erfolgen konnte, wurden die erhaltenen Clupeine getrennt 
aufgehoben und untersucht. So wurden erhalten: 


Clupein 3 aus der Extraktion 1—20 (10 g Ausbeute) 
” 4 ”» 9» ” 21—30 (2,7 - ” ) 
” > uw * ” 31—40 (1,4 g ” ). 


Clupein 6 wurde aus einem anderen Clupeinpraparat mit 
K,Fe(CN), gefallt und aus dem Niederschlag dargestellt. Hydro- 
lysen und Argininbestimmungen wurden an den Priparaten 
Clupein 1, 2, 3, 5, und 6 ausgefiihrt. 

Clupein 1. Die Reaktionen dieser Substanz weichen von 
den Reaktionen des Clupeins nicht ab. Sie wird durch H,Fe(CN), 
und auch Sulfosalicylsiure gefallt. Eine Trennung ist also nicht 
erfolgt. Arginin-N = 87,05°/, vom Gesamt-N 1, 90,23°/, vom 
Gesamt-N 2. (Uber die Bezeichnung N1 und N2 vgl. S. 306). 

Clupein 2. Auch seine Reaktionen sind die des Clupeins, 
aber die Argininbestimmung ergab folgende Werte: Arginin-N 
= 77,24°/, vom Gesamt-N1, 82,35°/, vom Gesamt-N 2, Der 
Arginingehalt ist also bedeutend geringer als gewohnlich. 

Clupein 3. Arginin-N=86,63°/, vom Gesamt-N1, 89,10°/, 
vom Gesamt-N2. Normale Zusammensetzung. 

Cupein 5. Arginin-N=91,48°/, vom Gesamt-N1, 93,38 °/, 
vom Gesamt-N 2. 

Clupein 6. 1. Arginin-N = 88,11°/, vom Gesamt-N ], 
94,26°/, vom Gesamt-N2. 2. Arginin-N = 88,82°/, vom Ge- 
samt-N 1, 94,88°/, vom Gesamt-N 2. 
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Die Korper also, die aus den letzten Extraktionen stammen, 
haben einen Argininwert, welcher héher liegt als der Durch- 
schnitt. Die Ansicht Gotos iiber die verschiedenen Clupeine, 
die er aus den Elementaranalysen gewonnen hatte, liBt sich 
also auch durch die quantitative Argininanalyse stiitzen. 

Man wird bemerken, daB sich bei den argininreicheren 
Clupeinpraparaten 5 und 6 auch das Verhialtnis des Arginins 
zu den Monoaminosiiuren dindert. Bei dem Durchschnittswert 
von 90°/, Arginin-N kommen auf 2 Argininmolekiile 1 Molekiil 
der Monoaminosiuren, hier laBt sich aber das Verhiltnis 3:1, 
ja sogar 4:1 errechnen. 

Wir hatten die Méglichkeit, die Testikel eines einzelnen 
Herings, der im Mai gefangen war, zu untersuchen. Er ergab 
20g trocknes Sperma, aus welchem wir nach der iiblichen 
Methode das Protamin darstellten. Im Filtrat der Alkohol- 
fallung fanden wir aber noch einen weiteren Korper, und zwar 
ein basisches Pepton. Nach dem Wegdampfen des Alkohols 
auf dem Wasserbade wurde es mit Phosphorwolframsiure ge- 
fallt, der Niederschlag zersetzt und der Kérper aus konzen- 
trierter Lisung mit Alkohol und Ather gefillt. In der Lésung 
befindet sich dann noch in geringer Menge ein dritter Kérper, 
welcher als basisches Tripepton anzusprechen ist. Ausbeute: 
1,1 g Clupeinsulfat = 11°/,, 0,4g basisches Pepton = 4°/,. Das 
Clupeinsulfat unterschied sich von den anderen bisher dar- 
gestellten Priparaten dadurch, daB es mit Ammoniak eine 
schwache Triibung gab und die Millonsche Reaktion eben 
andeutete. Vielleicht war inm noch in geringer Menge ein 
Clupeivhiston beigemischt, wie es Bang) dargesteilt haben 
will, doch hat er keine niheren Angaben dariiber gemacht. 
Die Analyse ergab: Arginin-N = 79,15°/, vom Gesamt-N 1, 
82,30°/, vom Gesamt-N2. Obgleich aus einem ganz anderen 
Priparat erhalten, hat dieses Clupein doch dieselbe Zusammen- 
setzung, wie das aus einem Clupeingemisch erhaltene Clupein 2. 

Basisches Clupeodipepton. Bei der Fiallung aus konzen- 
trierter wiBriger Lésung mit Alkohol und Ather fiel es so 
fein aus, daB es sich erst nach 1 Woche ganz abgesetzt hatte. 
Ks bildete dann eine am Glase festhaftende Bodenschicht, 
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welche nach dem Verdunsten des zur Trocknung dariiber ge- 
gossenen Athers rein weif aussah, bald aber Feuchtigkeit aus 
der Luft anzog und zu einer hellgelben, zihen Masse wurde. 

Die Reaktionen sind die typischen der basischen Peptone. 
Nur die Adamkiewicz-Probe ist schwach positiv, ebenso die 
Millonsche Probe. Die Diazo-Probe war urspriinglich positiv, 
spiter aber nach der Hydrolyse sowohl im Phosphor—Wolfram- 
Niederschlag, als auch im Silber—Baryt Niederschlag negativ, 
das urspriingliche positive Ergebnis diirfte also auf das Tyrosin 
zuriickzufiihren sein. Das Lysin wurde in der Substanz nicht 
bachgewiesen, im Filtrat vom Silber—Baryt-Niederschlag trat 
aber nach Entfernung des iiberschiissigen Baryts in saurer 

Lisung mit Phosphor—Wolframsiure eine starke Fillung ein, 
welche nach der Zersetzung weder eine positive Sakagouchi- 
noch Diazo-Probe gab. Die Analyse ergab: Hexonbasen-N 
= 50,30°/,, Arginin-N im Silber—Baryt-Niederschlag 31,80°/,, 
Lysin-N also 18,50°/,. Monoaminosiuren- N (Kjeldah]bestim- 
mung im Filtrat des Phosphor—Wolfram - Niederschlages) = 
31,03°/,, darunter: Tyrosin und Tryptophan. 

Basisches Clupeotripepton. Durch Eindampfen des 
Filtrates vom Clupeodipepton erhielten wir noch in geringer 
Menge einen braunen Kérper, an welchem wir nur noch einige 
Reaktionen anstellen konnten. In diesen gleicht die Substanz 
so den von uns dargestellten Cyprinotripeptonen, welche im 
Trennungsgang der EjiweiBkérper auch an denselben Stellen 
gefunden wurden, da8 wir ihn wohl, auch ohne Bausteinana- 
lyse, in diese Gruppe rechnen diirfen, zumal die Diazoreak- 
tion sehr stark ist. Freilich ist das Vorkommen von Lysin 
nicht bewiesen. 


4, Uber die EiweiSstoffe des Barbenspermas. 


Um ein Urteil itiber die Verbreitung von Stoffen, wie sie 
aus dem Karpfensperma dargestellt werden konnten, zu ge- 
winnen, war es wichtig, noch andere, uhnliche Korper zu 
studieren. Es gelang, aus Testikein der FluBbarbe (Barbo 
fluviatilis) 27 g trocknes Sperma und daraus 0,5 g eines 
basischen Peptons darzustellen. 
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Dieser Korper, fiir welchen wir den Namen ,,basisches 
Barbopepton* vorschlagen, fiel wie das Cyprinopepton stets in 
Flocken aus. Seine Reaktionen glichen denen der basischen 
Cyprinodipeptone 1, nur mit ammoniakalischer EiweiBlésung 
trat eine geringfiigige Triibung auf. 

Bausteinanalyse: Hexonbasen-N = 50,32°/,, Arginin-N = 
11,50°/,. Lysin-N = 38,82°/,, im Alkoholextrakt: hauptsiichlich 
Prolin = 7,66°/, vom Gesamt-N. 

Inzwischen ist von A. Kossel + und W. Staudt?!) iiber 
einen Kérper aus den Testikeln der Plétze (Leuciscus rutilus) 
berichtet worden. Seine Ahnlichkeit mit dem von Felix an 
der Lymphdriise gewonnenen basischen Pepton wurde von 
den Autoren schon hervorgehoben. Er stellt offenbar ein 
Ubergangsprodukt zwischen basischem Pepton und Histon dar, 
in welchem die Histoneigenschaften gerade anfangen, hervor- 
zutreten. Ks ist anzunehmen, da’ man bei der Méglichkeit zu 
genauerer Untersuchung auch in den estikeln der Barbe und 
der Plétze Tripeptone, Histone und Protamine finden wiirde. 


5. Untersuchungen am Sperma des Lachses, Stors 

und der Forelle. 

Aus den gleichen Griinden wie das Clupein wurde auch 
das Salmin mit H,Fe(CN), behandelt. Es wurde keine Tren- 
nung in Protamin und basisches Pepton erzielt und auch die 
Argininbestimmungen der verschiedenen Extraktionsprodukte er- 
gaben keine von den friiheren Bestimmungen abweichende Zahlen. 

Arginingehalt in den letzten Extrakten: 88,59°/, vom 
Gesamt-N 1, 88,32°/, vom Gesamt-N 2. 

Auch beim Sturin, von welchem uns nur 3/, g zur Ver- 
fiigung stand, deutete nichts darauf hin, daB mit H,Fe(CN), 
oder Sulfosalicylsiure eine Spaltung zu bewirken sei. Im 
Filtrat fiel weder mit Alkohol und Ather, noch mit Pikrin- 
siure ein Ko6rper aus. 

Schon in seiner ersten Abhandlung iiber die Protamine 
hat A. Kossel darauf hingewiesen, daB8 in den Testikeln 
der Bachforelle (Trutta fario) ein protaminihnlicher Kérper 
zu finden sei. Jedoch waren die zur Verfiigung stehenden 
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Mengen Sperma von diesem Fisch zu gering, als dai daran 
genaue Untersuchungen hitten angestellt werden kénnen. 
Wir konnten im Mai einige Testikel von reifen Bachforellen 
sammeln, welche, nach der iiblichen Methode verarbeitet, 9 g 
trocknes Sperma ergaben. Hieraus erhielten wir 1,2 g des 
Protamins, fiir welches der Name ,,Truttin“ vorgeschlagen 
wird. Es ist aber wohl mit dem Salmin identisch. 

Es hat genau dieselben Kigenschaften wie dieses, fallt 
yz. B, auch aus Alkohol als Ol heraus. Die Hydrolyse und 
Argininbestimmung in 0,5 g des Protamins ergab: Arginin-N 
= 88,14°/, vom Gesamt-N 1, 91,07°/, vom Gesamt-N 2. 

Die Werte sind also etwas héher wie die fiir das Salmin 
geltenden. Im Filtrat vom Argininniederschlag wurde nach 
Lysin gesucht, eine Fallung mit Phosphor—Wolframsiure trat 
aber nach entsprechender Behandlung nicht ein. Auch in 
diesem Protamin ist also von den Hexonbasen nur das Arginin 
vorhanden. ‘T'ruttin ist ebenfalls ein Monoprotamin. 


6. Zur Entwicklungsgeschichte der basischen Eiweifstoffe. 

Nachdem die von uns erhaltenen KiweiBkérper aufgezihlt 
worden sind, soll versucht werden, die Zusammenhinge, die 
zwischen den einzelnen Gruppen der basischen Eiweibstoffe 
bestehen, an Hand der Untersuchungen an verschiedenen Reife- 
stadien der Karpfen- und Heringstestikeln zu erértern. 

Um zu eindeutigen Resultaten zu kommen, muBten die 
Testikel einzelner méglichst groBer Fische gesondert untersucht 
werden, obgleich hier individuelle Verschiedenheiten durch 
Durchschnittszahlen nicht ausgeglichen werden konnten. Wir 
moéchten an dieser Stelle Herrn Fischereiinspektor Galinsky 
in Militsch (Bez. Breslau) danken, der es erméglichte, daB wir 
vom Februar bis Juni 1927 jeden Monat einen minnlichen 
Karpfen von ungefahr 6—10 kg Gewicht zugeschickt erhielten, 
dessen Testikel wir verarbeiteten. 

Alle Testikel wurden auch morphologisch und histologisch 
untersucht, damit wir ihren Reifezustand beurteilen konnten. 
Wir danken besonders Herrn Geheimrat Ballowitz in Miinster 
fiir die Freundlichkeit, mit der er uns beriet und uns seine 
Erfabrungen zur Verfiigung stellte. 
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Wahrend beim Lachs, wie F. Miescher*’) feststellte, peri- 
odische Zunahmen an Gewicht und GréBe der Testikel das 
Reifwerden kennzeichnen, gehen beim Karpfen die Reife- 
veranderungen ohne grofe Verinderungen von Gewicht und 
GréBe einher. Das Durchschnittsgewicht des reifen, wie auch 
des unreifen Karpfentestikels betriigt ungefihr 7°/, vom Ge- 
samtgewicht des Fisches. Nur nach dem Ablaichen konnten 
wir, wohl infolge von Wasseraufnahme, ein Ansteigen bis auf 
10°/, vom Gesamtgewicht feststellen. 

Wahrend beim Lachs wahrscheinlich der ganze Testikel 
auf einmal reif wird, reifen beim Karpfen, wie die histologische 
Untersuchung ergab, zuerst nur einzelne aufenliegende Teile. 

Im Winter (Februar-Mirzkarpfen) besteht der ganze 
Testikel aus einzelnen, voneinander durch Bindegewebsstringe 
getrennten Driisenballen; im Frihling (Aprilkarpfen) beginnen 
am Rande die einzelnen Driisenballen ineinanderzuflieBen, 
indem iiberall Spermatiden in das Bindegewebe heraustreten 
und Verbindungsbriicken herstellen. Zur Reifezeit (Maikarpfen) 
ist dieser ProzeB so weit vorgeschritten, daB sich am Rande 
iiberall groBe zusammenhiingende, mit Spermatiden erfiillte 
Riume gebildet haben, in denen man nur noch an vereinzelten 
Stellen die urspriinglichen Driisenballen erkennen kann. Nach 
dem Ablaichen (Junikarpfen, Ablaichzeit 1 Woche vor dem 
Fang) sind die meisten der reifen Spermien aus dem Testikel 
verschwunden. Man erkennt wieder die nun nur noch mabig 
gefiillten Driisenhaufen. Jetzt ist es auch méglich, die ver- 
schiedenen Zellstadien der Spermatogenese zu unterscheiden. 
In den einzelnen Samenlakunen erblickt man von aufen nach 
innen geordnet: Spermatogonien, Spermatocyten, Praspermatiden 
und Spermatiden. 

Im Februarkarpfen waren vorhanden: trocknes Sperma 
103 g = 14,8°/, vom Testikelgewicht. 

1. Basisches Dipepton 1. Ausbeute 3,6 g = 3,6°/, vom 
trocknen Sperma. Vom Hexonbasen-N fallt ein nur duBerst 
geringer Teil auf Arginin, wiihrend die Hauptmenge Lysin ist 
(Nr. 6 der Tab. 3, S. 283). 

2. Basisches Dipepton 2. Ausbeute 0,05 g. 



































Re 


296 A. Kossel+ und E.G. Schenck, 


3. Basisches Tripepton. Ausbeute 0,09 g. Reichte nur 
zu den Reaktionen aus. 

4, Protamin: nur in ganz geringer Menge, so da nicht 
entschieden werden konnte, ob es ein echtes oder ein Pseudo- 
cyprinin war. 

Mirzkarpfen. ‘Trocknes Sperma 95 g = 18,4°/, vom 
Testikelgewicht. 

1. Basisches Dipepton 1. Ausbeute 2,2 g = 2,3°/, vom 
trocknen Sperma. (Gehalt an Hexonbasen derselbe wie im 
Februar, jedoch Verschiebung im Verhiltnis Arginin: Lysin 
zugunsten des ersteren (Nr. 7 der Tab. 3, 8S. 288). 

2. Basisches Dipepton 2. Ausbeute 0,4 g =0,4°/, (s. 8.284). 

3. a Tripepton. " 0,05 g (geschitzt). 

4, Protamin: iuBberst geringe Menge, Trennung mit 
H,Fe(CN), lohnte sich-- ‘cht, da nur ganz schwache Triibung. 

Aprilkérpfen. rocknes Sperma 40 g = 8,5°/,, doch 
wurde hier die Gewinnung etwas anders durchgefihrt, indem 
der frische Testikel erst in Alkohol konserviert wurde. 

1. Basisches Dipepton 1. Ausbeute 02g =0,5°/,. Kine 
trotz der geringen Menge durchgefiihrte Analyse ergab den 
Hexonbasen-N unverindert gegeniiber den basischen Peptonen 1 
der friiheren Monate, abor Arginin-N vermindert auf den 
Februarwert. Das ist wohl so zu erkliren, daB sich aus dem 
argininreicheren basischen Dipepton 1 des Miarzkarpfens in- 
zwischen Histon gebildet hat, so daB es aufgebraucht wurde. 
Daneben sind aber noch ganz unreife Teile im Testikel vor- 
handen, aus welchen das argininarme basische Pepton stammt. 

2. Basisches Dipepton 2. 

3. Basisches Tripepton. Beide Substanzen nur fir die 
Reaktionen ausreichend. 

4. Cyprinohiston. 2,80 g = 7°/, (s. S. 282). 

Maikarpfen. Trocknes Sperma 90 g = 17,3°/,. 

1. Basisches Dipepton 1. Ausbeute: mit Protamin zu- 
sammen = 7,4 ¢ = 8,2°/,. Bei der Trennung ging ziemlich 
viel verloren. (Nr. 8 der Tab. 3 8. 283.) 

Auffallig ist ein starkes Sinken des Hexonbasengehaltes, der 
hauptsichlich auf die Abnahme des Lysins zuriickzufiihren ist. 
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2. Basisches Dipepton 2. Ausbeute 0,4 g = 0,42°/ 
Nr. 3 auf 8S. 285). 

3. Basisches Tripepton nur wenig. 

4. Protamin (Nr. 3 der Tab. 2 auf S. 282). 

Im Testikel des Maikarpfens ist zum groBen Teil reifes 
Sperma vorhanden, wie das Auftreten von Protamin zeigt. 
Auch die mikroskopischen Priiparate bestiitigen das. 

Kine Liicke in den Untersuchungen wurde dadurch hervor- 
gerufen, daB die Karpfen Mitte Mai ablaichten. Es war aber 
nicht méglich, abgestrichenes Sperma zur Untersuchung zu 
erhalten, so daB wir iiber die EKiweifstoffe der wirklich ganz 
reifen Samenfliissigkeit einigermaBen im unklaren geblieben 
sind. Die Untersuchung des Junikarpfens brachte aber trotz- 
dem neue Ergebnisse. Chemisch hat sich das Bild geindert. 
Alles deutet anf eine Regeneration hin; denn das Protamin, 
das Zeichen der Reife, ist verschwun n, es cacfen wieder nur 
basische Peptone (darunter das Pseudocyprinin) als Zeichen 
einer neuen Entwicklung auf. 

Junikarpfen. ‘Trocknes Sperma 205 g = 15,3°/,. 

1, Gesamtausbeute an Pepton und Pseudoprotamin i1,8 ¢g 
= 5,7°/,. Pseudoprotamin (siehe 8S. 284) und basisches Dipepton 
(Nr. 9 der Tab. 3 auf 8.283) sind upzefahr in gleicher Menge da. 

Ks fillt beim basischen Pepton die starke Anreicherung 
an Hexonbasen auf, die vollstiindig durch das Anwachsen des 
Arginingehaltes bedingt ist. Das basische Dipepton mit Prot- 
amincharakter (Pseudoprotamin) enthalt ungefahr so viel Hexon- 
basen-N, wie die Peptone des Februar- und Marzkarpfens, zum 
Unterschied von ihnen ist aber der Lysingehalt stark ab- 
gesunken, der Arginingehalt gestiegen. 

2. Basisches Dipepton 2. Ausbeute 0,5 g = 0,25°/, (siehe 
Nr. 4 8. 285). Der Arginingehalt iiberwiegt den Lysingehalt. 

3. Basisches Tripepton. Ausbeute 0,9 g = 0,5°/, (s. Nr3 
S. 286). 

Wenn wir das basische Dipepton 1 als den Lysintriger, 
das basische Dipepton 2 als den Arginintriger und das ba- 
sische Tripepton als den Histidintriiger ansehen, so ergibt 
sich offensichtlich folgendes Bild: 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CLXXIII. 20 


» (siehe 
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Im ruhenden Testikel ist fast nur der Lysintriger vor- P 
handen, in dem ersten Reifestadium kommt dann aber der I 
Arginintriiger hinzu, die beiden Komponenten verbinden sich t 
und tauschen ihre Hexonbasen miteinander aus. Dieser Aus- I 


tausch geht nun nicht iiber scharf definierbare Zwischenprodukte k 
hinweg, die man stindig fassen kénnte, das zeigen unsere zehn 

basischen Peptone 1, die doch alle irgendein Stadium dieses 9 
Austausches vorstellen. Aber es ist so, daB der Hexonbasen- Z 
gehalt zuerst ansteigt (Junipepton 1), indem Arginin hinein- 

gebracht wird und dann sinkt, indem Lysin entfernt wird, | 
wihrend Arginin im Molekiil bleibt (Junipepton mit Protamin- | 


charakter). Auch beim Februar- und Marzpepton kénnen wir 
diesen Vorgang verfolgen. Das ,,Pseudocyprinin“ muB8 un- 
bedingt zu den basischen Peptonen und zwar als Zwischen- 
produkt zwischen Peptone und Histone gerechnet werden. 
AuBer seiner Zusammensetzung weist darauf die Verdau- 


barkeit durch Pepsin-HCl (Unverdaulichkeit wiirde es in die h 
Nahe des Protamins weisen) und auBerdem die mangelnde E 


Giftigkeit hin; denn wir miissen annehmen, daB der giftige 
Komplex in Histon und Protamin der gleiche ist. Ubergangs- 
produkte miissen also auch giftig sein. Man kann das Pseudo- p 
cyprinin vielleicht als das Endprodukt des Zusammentretens 

von basischem Pepton 1 und 2 ansehen. 


Nun entsteht bei weiterer Reife aus der im Arginingehalt V 
vermehrten und im Lysingehalt verminderten Zusammenfigung ior 
von basischem Dipepton 1 und 2 das Histon, indem sich das d 
basische Tripepton anlagert. Es bringt das Histidin und die d 
Hauptmenge des T'yrosins in das Molekiil. k 

Wenn nun bei weiterer Reifung das Lysin zum groBen | 
Teil, das Histidin ganz ausgeschieden wird, entsteht aus dem § 
Cyprinohiston das Cyprinin. Der giftige Komplex, welcher k 
sich erst bei der Zusammenfiigung der basischen Dipeptone u 
mit dem Tripepton bildet, bleibt unverindert. V 

Durch die bei der peptischen Verdauung erhaltenen v 
Korper wird diese Darstellung der Entstehungsgeschichte weiter g 
gestiitzt. Nach unseren Ergebnissen miissen wir annehmen, 
dab das EKiweibmolekiil schwache, leichtspaltbare Bedingungen h 


: ‘ } 
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enthilt, welche den Stellen der Zusammenfiigung entsprechen. 
Die Spaltung durch Fermente wiirde also in bestimmten Spal- 
tungslinien verlaufen, wobei das Pepsin nur die schwiichsten 
Bindungen, das Trypsin aber auch die verhialtnismiBig stir- 
keren spaltet usw. 

Den schwichsten Bindungen wiirden die Stellen ent- 
sprechen, an denen sich die verschiedenen basischen Peptone 
zum Histonmolekii! zusammengefiigt haben. 

Die Entwicklungsreihen der basischen EKiweiBstoffe des 
Karpfenspermas wiirde sich also folgendermaBen formulieren 
lassen: 


1. Basisches Cyprinodipepton 1 + basisches Cyprinodipepton 2 
Tierkérper ; a 
oo ie basisches Cyprinodipepton mit Protamineigenschaften 
Pseudocyprinin). 

2. Basisches Cyprinodipepton 1 + basisches Cyprinodipepton 2 
+ basisches Cyprinotripepton —> Cyprinohiston. Cyprinohiston — 
histidin- und tyrosinhaltigem Komplex (basisches Tripepton?) —> Cy- 
prinin. 

3. Cyprinohiston Pepsin-HCl | basisches Cyprinodipepton + basisches 
Cyprinotripepton. 

4. Basisches Cyprinodipepton 1 Pepsin-HCl | basisches Cyprinodi- 
pepton anderer Zusammensetzung. 

Ahnlich entwickeln sich auch im reifenden Herings- 
testikel die basischen Eiweifstoffe auseinander. Gefunden 
wurde bisher ein basisches Clupeodipepton, wahrscheinlich ge- 
macht ein basisches Clupeotripepton. Die niedrigsten Stufen 
der Reihe sind also nachgewiesen. Bang!) erwihnt ferners 
da8 im unreifen Heringssperma Histon vorkommt, gibt aber 
keine genaueren Daten. Wir haben das Clupeohiston bisher 
noch nicht gefunden. Wie alle Histone enthilt es aber wahr- 
scheinlich auch alle drei Hexonbasen, die ja in den Vorstufen 
bereits vorhanden sind. Nach Entfernung von Histidin, Lysin 
und Tyrosin entsteht aus dem Histon ein unreifes Protamin 
mit nur 82°/, Arginin-N, aus welchem sich nach Abspaltung 
von Monoaminosiiuren dann das Kndprodukt mit ungefihr 
91—93°/, Arginin-N_ bildet. 

Uber die Entstehung des Monoprotamins aus dem Clupeo- 
histon gibt die Ontogenie der Spermareifung des Herings noch 

20* 
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keinen Anhaltspunkt. Dafiir bietet aber die vergleichende 


Betrachtung der Endprodukte, die in den reifen Testikeln der 


Fische entstanden sind, die Méglichkeit, eine ununterbrochene 
Reihe von Histon bis zum Monoprotamin zu entwickeln. 


Histon (Skomberhiston -> Triprotamin (Sturin) < 
_7 (Arginin, Lysin) diprotamin (Cyprinin, Crenilabrin mit Tyrosin) ~\ 
Sx (Arginin, Histidin) diprotamin (Percin ohne Tyrosin, unreifes —7 
Clupein) 
> Monoprotamin mit Tyrosin (Thynnin) —> Monoprotamin ohne Tyrosin 
(Gruppe der Salmine, Clupein). 

Innerhalb dieser Reihe, vielleicht, weil dieses noch Ty- 
rosin enthilt, iiber das (Arginin, Lysin) diprotamin, wird sich 
auch der Entwicklungsgang des Clupeins bewegen, von dem 
bisher erst folgendes bekannt ist: 


Basisches Clupeodipepton + basisches Clupeotripepton —> Clupeohiston. 
Clupeohiston-(Histidin-, Lysin-, Tyrosin-/Komplex —> Clupein. 


Wir glauben, daf die dargelegten GesetzmiiBigkeiten nicht 
nur fiir die Entwicklung des Karpfen- und Heringsspermas 
gelten, sondern da allgemein Umwandlungen in den Eiweib- 
stoffen der Zellkerne sich in diesen Bahnen bewegen, da8 die 
einzelnen Stofie auch anderer als der Geschlechtszellen sich, 
wenn nicht in eine der drei Gruppen, so doch wenigstens in 
die Grenzzonen einreihen. So hat diese Entwicklungsreihe 
zugleich auch eine Bedeutung fiir die Systematik. Alle bisher 
in Zellkernen gefundenen Eiweibstoffe gehéren in diese Reihe, 
keiner fillt heraus. Zu beachten ist aber, daB nur in den 
Samenzellen Protamine oder Ubergangsprodukte zwischen Prot- 
aminen und Histonen gefunden werden. Das Gebiet der 
anderen Zellarten umfaBt die Histone bis zu den _ basischen 
Peptonen herunter. 


Experimenteller Teil. 


Die Darstellung der basischen EiweiBstoffe aus den 
Testikeln erfolgte nach den bekannten Methoden; jedoch haben 
wir die von Nelson-Gerhard!*) angegebene Methode der 
Kxtraktion mit Kupferchlorid und darauffolgende Fillung als 





—— on 
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Pikrat verlassen, weil immer wieder Kupter mitgefallt und 
aller Reinigung zum Trotz hartniickig von den EiweiBstoffen 
festgehalten wurde. Wir haben bei der Schiittelextraktion 
mit 1/,—1°/, Schwefelsiure, mehrmaliges Ausfillen mit der 
vierfachen Menge Alkohol und der weiteren Reinigung iiber 
das Pikrat die beste Ausbeute erzielt. Doch ist sie beim 
Karpfen und seinen Verwandten stets geringer, als bei dem 
Sperma der anderen Fische, wo sie 12—15°/, betragen kann. 
Aus dem getrockneten Sperma des Karpfens und der Barbe 
erhilt man giinstigenfalls 8—9°/,, sehr oft aber nur 3—-5°/,: 
die Ausbeute wechselt mit der Jahreszeit. Die Trennung der 
verschiedenen KiweiBstoffe ist schon friiher beschrieben worden 
(vel. S. 284, 285). 





Trennungsmethoden. 

1. Trennung der basischen Peptone von Protaminen 
und Histonen. 

Die Méglichkeit einer Trennung ist dadurch gegeben, dab 
Protamine und Histone von Ferrocyanwasserstoffsiure oder 
Sulfosalicylsiiure gefallt werden, wihrend die basischen Pep- 
tone keinen Niederschlag bilden. Die waBrige, neutrale oder 
schwachsaure Lésung der Proteine wird mit H,Fe(CN),*) oder 
20 °/,iger Sulfosalicylsiure versetzt, bis nichts mehr ausfallt, 
jedoch ist jeder UberschuB méglichst zu vermeiden. Dann 
wird Niederschlag und Fliissigkeit durch Zentrifugieren ge- 
trennt und der Niederschlag noch ein paarmal mit Wasser, 
dem ein wenig der betreffenden Siure zugesetzt ist, auf- 
geschwemmt und wieder abzentrifugiert. 

Die Fliissigkeit, in der sich das basische Pepton he- 
findet, wird nun, wenn man mit Sulfosalicylsiure gearbeitet 
hat, einfach mit Alkohol und einigen T'ropien Schwefelsiure 
versetzt. Wenn man aber mit H,Fe‘CN), gefallt hat, muB 
man den Uberschu8 zuerst entfernen, indem man durch Zu- 

*) H,Fe(CN), wird dargestel]lt, indem man eine Lésung von 
gelbem Blutlaugensalz mit Ather umriihrt und mit konzentriertem HCl 
fillt. Der Niedersechlag wird abgenutscht, in Alkohol gelést, wobei KC! 
ungelést zuriickbleibt und wieder mit Ather gefallt. Aufheben im Va- 
kuumexsiceator. Die Siiure ist zersetzlich und kann nur so lange ver- 
wendet werden, wie sie rein weil aussieht, 
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gabe von Kupfersulfatlésung die unlésliche Kupferverbindung 
ausfallt. Diese adsorbiert noch erhebliche Mengen von Peptonen, 
weswegen man sie so oft mit schwach schwefelsaurem Wasser 
auskocht, bis mit Pikrinsiure kein Pepton mehr fallt. Nach dem 
Aufkochen laBt sich der Kupferniederschlag gut abfiltrieren. 

Der Niederschlag, in welchem sich das Protamin oder 
Histon befindet, wird mit Aceton/Wasser aufgeschwemmt, auf 
dem Wasserbade zum Kochen erhitzt und mit einigen Tropfen 
33°/,iger H,SO, versetzt, er lost sich dann zumeist — die Ver- 
bindung Sulfosalicylsiure—Protamin oder Histon immer — 
glatt auf. Wenn nicht, so liegt das daran, da& man das 
Verhaltnis Aceton/Wasser nicht richtig gewihlt hat. Man hat 
ungefahr die richtige Zusammensetzung, wenn der Niederschlag 
glasig aufquillt, bildet er dagegen weiBe Flocken, so ist zuviel 
Aceton vorhanden und man mu8 mehr Wasser zufiigen. 

Aus der Verbindung Sulfosalicylsiure—Protamin kann man 
das Protamin einfach durch Fallung mit Alkohol herausholen, 
bei der Verbindung H,Fe(CN),-Protamin ist eine Verunreini- 
gung mit Eisen kaum zu vermeiden. Am besten dampft man 
hier auf dem Wasserbade zur Trockne ein und extrahiert mit 
schwach schwefelsaurem Wasser in der Wirme; so erhilt man 
die verhaltnismabig am reinsten Priparate, die man dann iiber 
das Pikrat noch weiter reinigen muB, 

Beide Fallungsarten haben ihre Vorziige und Nachteile, 
mit der Sulfosalicylsiure kann man die Kiweifk6érper, weil 
diese sich sehr leicht im UberschuB lisen, nicht quantitativ 
trennen, aber die Ausbeute und Reinheit der Priparate ist 
gut. Mit der Ferrocyanwasserstoffsiure gelingt eine quanti- 
tative Trennung, aber die weitere Behandlung ist umstind- 
licher, die Praparate unreiner und die Ausbeute wechselnd. 
Neben einer Ausbeute von 92°/, des Ausgangsmaterials haben 
wir auch manchmal nur 35—50°/, wiedergewinnen kénnen. 
In solchen Fallen haben wir natiirlich tiberall nach den ver- 
schwundenen Kérpern gesucht, ohne sie zu finden, und glauben, 
daB sie zu fest in dem voluminésen Niederschlag adsorbiert 
sind, als daB sie durch Auskochen von ihnen hitten getrennt 
werden kénnen; auch der Zustand der H,Fe(CN), spielt wahr- 
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scheinlich bei der schlechten Ausbeute eine Rolle. Um diese 
der Methode anhaftenden Mifstande méglichst zu vermindern, 
haben wir zuletzt gleichzeitig mit Sulfosalicylsiure und 
H,Fe(CN), gefallt, dadurch wird eine quantitative Trennung 
gesichert und die Menge der verunreinigenden Substanzen 
heruntergedriickt. 


Die Trennung von Protamin und Histon. 

Die Trennung wird dadurch erméglicht, dab Histone aus 
verdiinnter 2—3°/,iger Lésung durch Ammoniak fallen, wih- 
rend Protamine dann in Lésung bleiben. Doch bleibt eine 
ganz geringe Menge Histon beim Protamin zuriick. Durch 
Zentrifugieren wird der Histon—Ammoniakniederschlag ab- 
geschleudert und in der iiberstehenden Fliissigkeit das Ammo- 
niak durch Erhitzen auf dem Wasserbade entfernt, worauf 
das Protamin durch Alkohol ausgefallt werden kann. 

Den Histon—Ammoniakniederschlag hat man bisher immer 
fiir unléslich gehalten und sehr oft solche unléslichen Histon- 
praparate analysiert. Das Histon kann aber doch wieder in die 
urspriingliche lésliche Form gebracht werden, wenn man den 
Niederschlag in Aceton/Wasser/Schwefelsiiure unter den gleichen 
Bedingungen, wie sie im yorigen Abschnitt angegeben sind, 
auflést und das Histon mit Alkohol aus der Lésung fiallt. 


Zur Bausteinanalyse. 

Zur Hydrolyse wurden gewoéhrlich 3/, g des zu analysie- 
renden Kérpers, manchmal 1 g, manchmal auch nur 0,4 oder 
0,3 g, je nach der zur Verfiigung stehenden Menge, mit 6 ccm 
25 Vol.-°/, H,SO, auf +/, ¢ 20—24 Stunden bei einer Paraffin- 
badtemperatur von 120—140° gehalten. 

Zur Stickstoffbestimmung benutzten wir immer die Mikro- 
Kjeldahlbestimmung nach Pregl.) 

Das Arginin wurde nach der von Kossel und Grob!) 
eingefiihrten und von Kossel und W. Staudt?) erprobten 
Methode der Fillung durch Flaviansiure (1-Naphthol-2,4-dinitro- 
7-sulfosiure) bestimmt. Zur Bestimmung von Histidin neben 
Arginin wurde das von Kossel und W. Staudt'®) angegebene 
Verfahren verwendet. 
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Bestimmung des Lysins neben Arginin. 


Die umstiindliche Methode der Gewinnung des Lysins?%) 
als Pikrat, wie sie meist zur quantitativen Bestimmung des 
Lysins angewendet wird, ist nicht quantitativ. Die Werte 
werden zu niedrig. Deshalb wurde von uns ein indirektes 
Verfahren angewandt, welches der indirekten Histidinbestim- 
mung von Kossel und Staudt ganz 4hnlich ist. Arginin 
und Lysin werden zusammen mit Phosphorwolframsiure aus 
dem Hydrolysat herausgefillt, der Niederschlag zersetzt und 
sein Stickstoffgehalt bestimmt, dann wird das Argininflavianat 
gefallt. Da das Lysinflavianat ungefahr 100 mal léslicher ist 
als das Argininsalz, fillt es nie mit aus. Die Substraktion des 
gefundenen Arginin-N vom Hexonbasen-N ergibt den Lysin-N. 
Die so erhaltenen Werte fiir das Lysin sind Maximalwerte. 

Histidin, Arginin und Lysin nebeneinander wurden be- 
stimmt, indem zuerst alle Hexonbasen durch Phosphor—Wolfram- 
siure gefallt wurden. N-Bestimmung im zersetzten Nieder- 
schlag. Dann wird mit Hilfe des Silber—Barytverfahrens Arginin 
und Histidin ausgefallt, die N-Bestimmung gemacht und das 
Arginin als Flavianat gefiallt. 

Hexonbasen N-Silber-Baryt-N = Lysin-N, 
Silber-Baryt-N—Arginin-N = Histidin-N. 
Beim Silber—Barytverfahren wandten wir zuletzt stets die von 
Vickery und Leavenworth!?*) beschriebene Modifikation an, 
die sich als zweckmiBig erwies. Sie basiert auf friiheren Unter- 
suchungen von Kossel und Kutscher’’) und Kossel und 
Edlbacher.?°) 


Gang der Hexonbasenuntersuchung. 


Das ilteste schon friiher immer angewandte Schema des 
Ganges der Hexonbasenuntersuchung ist das folgende, welches 
wir zuerst auch angewendet haben: 

Schema 1: Vorhanden nur Arginin, kein Histidin und 
Lysin. 

Hydrolyse. 


a) Bestimmung des Gesamt-N1. 
Entfernung der iiberschiissigen H,SO, mit Ba(QH),. 
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Niederschlag 4mal auskochen, 3—4mal mit heiBem Wasser 
nachwaschen. 

b) Bestimmung des Gesamt-N 2. 

c) Bestimmung des Arginins als Flavianat. 

Bei lysinhaltigen Kérpern folgt: 

d) Lysinbestimmung im Filtrat vom Argininflavianat (Filtrat 
zur ‘Trockne verdampfen, mit 25°/, H,SO, aufnehmen, 
wobei die Flaviansiure zuriickbleibt. Verdiinnen bis zu 
einem Gehalt an 5°/, H,SO,. Fallung mit Phosphor— 
Wolframsiure. Bestimmung des N im zersetzten Nieder- 
schlag). 

Allmihlich haben wir noch andere Schemen ausgearbeitet; 
welche den Untersuchungsgang erleichtern und abkiirzen sollten. 
Sie selen hier hintereinander aufgezihlt: 

Schema 2: Vorhanden Arginin, Lysin, kein Histidin. 


Hydrolyse. 
a) Bestimmung des Gesamt-N. 
bh) Fallung mit Phosphor—Wolframsiiure. 
Bestimmung des N-Gehaltes (Lysin-+ Arginin). 
c) Argininbestimmung (b—c = Lysin). 
Schema 38: Vorhanden Arginin, Lysin, Histidin. 
Hydrolyse. 
a) Gesamt-N-Bestimmung. 
b) Phosphor—Wolframsiure-Niederschlag. Bestimmung des 
Hexonbasen-N. 
c) Silber—Barytverfahren (Arginin + Histidin). 
N-Bestimmung. 
d) Argininbestimmung. 
e) Im Filtrat von c-Phosphor—Wolframsiure-Niederschlag 
N-Bestimmung Lysin. 
c—d) = Histidin-N; e) = Lysin-N; b—c) = Lysin-N. 


Gesamt-N1 und Gesamt-N2. 
Die variierten Untersuchungsschemata haben auch Klarheit 


in eine andere I’rage gebracht. Man hielt die im Barium- 
sulfatniederschlag verlorengegangenen Prozente Stickstoff fiir 








306 A. Kossel+ und E. G. Schenck, 


Huminstickstoff und bezog demgemaB die Argininwerte usw. 
auf den Gesamt-N 1. 

Nach zwei verschiedenen Schemen wurden zwei Analysen 
desselben Stoffes (eines der basischen Cyprinodipeptone 1) aus- 
gefiihrt. 

1. Hydrolyse. 

a) Gesamt-N1 = 100°/,. Entfernung der iiberschiissigen 
H,SO, mit Baryt. 

b) Gesamt-N 2 = 95,86 °/,. 

c) Phosphor—Wolframsiure-Niederschlag. Hexonbasen N 
(Arginin + Lysin) = 39,48 °/, vom Gesamt-N 1, 41,29°/, 
vom Gesamt-N 2. 

2. Hydrolyse. 

a) Gesamt-N = 100°/,, keine Entfernung der Schwefel- 
saure. 
b) Phosphor—Wolframsiure-Niederschlag. Hexonbasen-N 
= 41,42°/, vom Gesamt-N. 
peers * 
Gesamt-N 2 


im Schema 2 zeigt deutlich, 


Die gute Ubereinstimmung im Verhiltnis 


Hexonbasen-N 
Gesamt-N 
daB im Bariumsulfat-Niederschlag nicht Huminstoffe, sondern 


ein Teil der bei der Hydrolyse entstandenen Aminosiuren nicht 
spezifisch, sondern entsprechend ihrem Verhiltunis zuriickgehalten 
werden. Deswegen mub man sich bei der Angabe der Stick- 
stoffprozentzahlen stets auf den Wert fiir den Gesamt-N 2 be- 
ziehen, nicht auf den Gesamt-N 1, wie es friiher geschah. Die 
Werte sind also noch héher als gemeinhin angenommen wird. 
Wir gaben beide Werte an, um bei Stoffen, die schon friiher 
analysiert wurden, einen Vergleich zu ermdéglichen. 





im Schema 1 und 


Bestimmung der Monoaminosiuren im basischen 
Cyprinodipepton 1. 

Nur von den basischen Peptonen 1 hatten wir so viel zur 
Verfiigung, daB wir nach dem friither von Kossel®) und Dakin 
ausgearbeiteten Verfahren eine Untersuchung auf Monoamino- 
siiuren machen konnten. 

10g basisches Cyprinodipepton 1, eine Mischung der auf 
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der Tab. 3, S. 283, unter 1—5 aufgefiihrten Kérper, wurden mit 
60 ccm 25 Vol.-°/, H,SO, 16 Stunden am RiickfluBkiihler im 
Paraftinbad gekocht. 

Die Diaminosiiuren wurden nach Verdiinnung bis zu einem 
Gehalt von 5 Vol.-°/, H,SO, mit Phosphorwolframsiure gefillt. 
Im Filtrat des P.W.-Niederschlages befanden sich die Mono- 
aminosiuren. Nachdem das iiberschiissige Barium  entfernt 
worden war, wurde zur Trockne verdampft, die weiBe Masse 
der Monoaminosiiuren (3,3 g) im T'rockenschrank bei 100° C 
getrocknet und gepulvert. 

1. Die Extraktion mit Athylalkohol. Die ganze 
Masse wurde am RiickfluBkiihler eine halbe Stunde mit abso- 
lutem Athylalkohol gekocht und filtriert. Beim Erkalten schie- 
den sich Krystalle ab, welche wieder zu dem alkoholunlés- 
lichen Riickstande gegeben wurden. 

Im Alkohol mute sich etwa noch vorhandenes Prolin 
finden. Der Stickstoffgehalt betrug 3,6°/, vom Gesamt-N. 
Nachgewiesen wurde das Prolin als Phenylhydantoin. Nach der 
entsprechenden Behandlung schieden sich nach mehreren Tagen 
kleine Krystalle ab, welche noch einmal aus Alkohol umkrystalli- 
siert wurden. Schmelzp. 139—140° Das reine 1-Prolinpheny]- 
hydantoin schmilzt nach Emil Fischer bei 143—144° C. 

2. Die Extraktion mit Methylalkohol. DieinC,H,OH 
unlésliche Substanz wurde wihrend °/, Stunden am Riicktlub- 
kiihler mit Methylalkohol gekocht. 

Stickstoffgehalt des Extraktes = 13,7°/,. Es wurde die 
schon von Kossel und Dakin nachgewiesene Aminovalerian- 
siure gefunden und identifiziert. 

3. Der Riickstand von 2. macht 13,31°/, vom Gesamt-N 
aus. Er wurde in wenig heibem Wasser gelést und mit heiBem 
Alkohol versetzt; im Laufe mehrerer Tage schieden sich Kry- 
stalle ab. Diese wurden in Wasser gelést, mit Alkohol und 
Ather gefallt und wieder als Krystalle gewonnen. Schmelz- 
punkt: Zersetzung bei 250—258° C. 

Die Mikro -Elementaranalyse (ausgetfiihrt von der Firma 
Fein-Chemie Tiibingen) ergab: C = 40,69°/,, H = 6,30°/,, 
N = 14,42 °/.. 
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N-Bestimmung mit Mikro-Kjeldahl ergab aber N= 15,60°/,, 
15,64°/,. Diese Werte passen unter den Monoaminosiuren nur 
auf das Alanin. Ber. C=40,45°/,, H=7,91°%,, N= 15,73. 


/ 


Die Arbeit wurde mit den Mitteln ausgefiihrt, die dic 
, Notgemeinschaft der Deutschen Wissenschaft“ Herrn Kossel 
zur Verfiigung stellte. Es sei ihr unser bester Dank aus- 
gesprochen. 
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Uber die durch Oxydation mit Permanganat erhaltenen 
Oxydationsprodukte des Keratins. 


II. Mitteilung. 
Von 
Th. Lissizin. 


(Aus dem Medizinisch-chemischen Laboratorium der 1. Staatsuniversitat Moskau.) 


(Der Redaktion zugegangen am 29, Dezember 1927.) 


In meiner ersten Mitteilung iiber die durch Oxydation mit 
Permanganat erhaltenen Oxydationsprodukte des Keratins') 
wies ich darauf hin, daB bei der Oxydation des Keratins fast 
der gesamte Schwefel in organischer Verbindung auftritt, und 
zwar in Form einer Sulfonsiiure, deren einfachster Ausdruck 
149H,,N,50, ist. 

Zur Darstellung dieser Substanz, fiir die ich den Namen 
Oxykeratinsulfonsiure vorschlage, benutzte ich reine, so- 
weit modglich mit Seife gewaschene und fettfreie Menschen- 
haare. 140 g Haare wurden in eine grofe Flasche mit 101 
2°/,ig Permanganatlésung eingetragen und bei éfterem Um- 
schiitteln so lange digeriert, bis das Gemisch sich nicht ent- 
firbte; alsdann wurde es filtriert, das Filtrat bis auf 1/, Volumen 
eingeengt, mit verdiinnter HCl schwach angesiuert, von der 
ausgefallenen Oxyprotosulfonsiure abfiltriert, mit Bleiacetat 
gefiillt und aufs neue filtriert. Das so erhaltene Filtrat wurde 
mit Barytwasser bis auf schwach alkalische Reaktion gebracht, 
wieder filtriert und mit basischem Bleiacetat gefallt. Der sehr 
reichliche Niederschlag wurde mit kaltem Wasser ausgewaschen 
und mit Schwefelwasserstoff zerlegt; das FWuiltrat und das 
Waschwasser von PbS wurden bis auf ein kleines Volumen 


— —_ =< 


') Biochem. Bull, Bd. 4, S. 18 (1915). 
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eingeengt und mit Alkohol gefallt. Dieses letzte Verfahren, 
nimlich das Auflésen in Wasser und die Fallung mit Alkohol 
wurde noch einmal wiederholt. Der erhaltene Riickstand 
wurde bei 110° bis zu konstantem Gewicht getrocknet und 
darauf der Hydrolyse unterworfen. Hierzu wurden 26 g Sub- 
stanz in einem Rundkolben am RiickfluBkihler mit 200 ccm 
rauchender Salzsiure waihrend 10—12 Stunden gekocht. Darauf 
wurde die Fliissigkeit auf dem Wasserbade bis auf ein kleines 
Volumen eingeengt und mit Alkohol gefillt. Der erhaltene 
Niederschlag wurde wiederholt aus Wasser umkrystallisiert 
und darauf untersucht. 

Die Substanz stellte ganz weiBe, in Wasser leicht lésliche, 
in Alkohol dagegen unldsliche Krystalle vor, von stark saurer 
Reaktion, unfallbar mit Bariumchlorid und Bleiacetat, dagegen 
fallbar mit basischem Bleiacetat. Die Substanz erwies sich 
als optisch inaktiv. 


I. 1,3634 g frisch umkrystallisierte lufttrockene Substanz verloren 
bei 110° 0,0028 g an Gewicht. 

II. 0,0890 g bei 110° getrocknete Substanz hinterlieBen 0,0003 g 
Asche. 

TIT. 0,1652 g Substanz lieferten bei der Schwefelbestimmung nach 
Liebig 0,2274 g BaSQ,. 

IV. 0,1182 g Substanz gaben 0,1647 g BaSQ,. 

V. 01304¢ ~~, »  0,1775 g BaSO,. 

VI. 0,2002 g . lieferten 14,5 cem Stickstoff bei 20,5° und 
762,5 mm Druck. 

VII. 0,1480 g Substanz gaben 10,95 cem Stickstoff bei 19,0° und 
755 mm Druck. 

VIII. 0,1342 g Substanz gaben bei Verbrennung mit Bleichromat 
0,0541 g H,O und 0,1072 g CO,. 


C,H,0,NS 
Ber. C 21,8°/, H 4,2% N 83%, S$ 18,9%, O 47,8°, 
Gef. ,, 21,8 +, gh 8,8, 8&3 ,, 18,9, 19,1, 18,7 ,, 47,6. 


Die Substanz erwies sich als einbasische Sure. 


IX. 0,0684 g Substanz verbrauchten bei der Titration mit etwa 
n/10-Natronlauge (F. = 1,078), Lackmus als Indicator, 3,7 cem Natron- 
lauge. Berechnet 3,75 cem. 

X. 0,1192 g Substanz erforderten 6,4 cem Natronlauge. Berechnet 
6,55 cem. 





h 


Th 
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AuBerdem wurden noch das Barium- und das Kupfersalz 
hergestellt. 

Zur Darstellung des Ba-Salzes wurde zur wiiBrigen Lisung 
unter Erwairmen Barytwasser bis zur alkalischen Reaktion zu- 
gegeben. Nach erfolgter Filtration wurde die Lisung des Ba- 
Salzes zur Trockne verdampft, der Riickstand mit heiBem 
Wasser ausgezogen, der Wasserauszug bis auf ein kleines 
Volumen eingeengt und mit Alkohol unter Erwirmen auf dem 
Wasserbade gefallt. Die sich am Boden und an den Winden 
ansammelnde pflasterartige Masse wurde beim Stehen allmihlich 
krystallinisch. Nach dem Umkrystallisieren wurde das Ba- 
Salz bei 110° bis zu konstantem Gewicht getrocknet. 

XI. 0,2556 g Substanz lieferten 0,1180 g BaSQ,,. 

XII. 0,1867¢ _,, »  0,0858 g BaSQ,. 

XIII. 0,1104g ,, »  0,0504 g BaSO,. 

(C,H,O,NS),Ba + H,O Ber. Ba 27,9%, 
Gef. ,, 27,2, 27,0, 26,9. 

Das Kupfersalz wurde durch Kochen einer Loésung der 
Substanz mit Kupfercarbonat und Kinengen des Filtrates er- 
halten. Nach mehrfach wiederholtem Umkrystallisieren wurde 
das Salz bei 110° bis zu konstantem Gewicht getrocknet. 

X1V. 0,2186 g Substanz gaben nach dem Gliihen 0,0720 g CuO. 

XV. 0,2063 g 9 5  0,0676 g CuO. 

C,H,0,NS -CuOH Ber. Cu 25,6°/, 
Gef. ,, 26,3, 26,2. 

Somit ist die von mir aus den hydrolysierten Oxydations- 
produkten des Keratins der Haare isolierte Substanz optisch 
inaktive Cysteinsiure. Das linksdrehende Stereoisomer dieser 
Siure wurde von Friedmann!) bei der Oxydation des Cystins 
durch Brom erhalten. In meinem Versuch konnte die Race- 
misierung der Cysteinsiure durch die alkalische Reaktion des 
(Gemisches wiihrend der Oxydation stattgefunden haben. Die 
von Friedmann dargestellte Siure gab gleichfalls ein basisches 
Kupfersalz, wihrend das Ba-Salz der /-Cysteinsiure 30,53 bis 
32,79°/, Ba enthielt und nach Friedmann ungefahr der Zu- 
sammensetzung des inneren Anhydrids des Ba-Salzes entspricht. 


1!) E. Friedmann, Beitr. z. chem. Phys. u. Path. Bd. 8, 8. 25 (1902). 











Uber die $-Phocae-cholsiure. 


Von 


A. Windaus und A. van Schoor. 


(Aus dem Allgemeinen Chemischen Universititslaboratorium Gottingen.) 


(Der Redaktion zugegangen am 8, Januar 1928.) 


In der Galle des Walrosses und einiger Seehunds- 
arten hat O. Hammarsten?) eine Reihe von Tauro-chol- 
siiuren aufgefunden, die bei der Verseifung neben Taurin 
zwei neue spezifische Gallensiuren, die g- und die f-Phocae- 
cholsiure hefern. Wahrend die Formel der e-Phocae-chol- 
siure noch nicht einwandfrei festgestellt worden ist, hat sich 
die $-Phocae-cholsiure als ein Isomeres der Cholsiure 
C,,H,,O, erwiesen und ist von Hammarsten auch als Iso- 
cholsiure bezeichnet worden. Uber die Art der Isomerie 
ist nichts bekannt. Im Jahre 1926 ist es uns gelungen, eine 
Portion Seehundsgalle zu erhalten und die Konstitutions- 
ermittlung der §-Phocae-cholsiure zu beginnen. Leider 
haben wir die Untersuchung aus Mangel an Material nicht 
beendigen kénnen; wir teilen unsere bisherigen Ergebnisse 
trotzdem mit, weil unsere Bemiihungen um weiteres Ausgangs- 
material vergeblich gewesen sind, Mit der «-Phocae-chol- 
siure haben wir uns nicht beschiftigt, weil sie in den von 
uns untersuchten Seehundsgallen nur in sehr kleiner Menge 
vorhanden war. 

Die £-Phocae-cholséure C,,H,,O, gibt bei der vor- 
sichtigen Oxydation mit Kaliumpermanganat eine Dioxy- 
carbonsiure C,,H,,0,; diese kann wohl nur in der Weise 


1) Diese Zs. Bd. 61, S. 454 (1909); Bd. 68, S. 109 (1910). 
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entstehen, da eine in der #-Phocae-cholsiure vorhandene 
—CHOH-COOH-Gruppe zu Carboxyl oxydiert wird: 


C,,H,,(OH),-CHOH-COOH — C,,H,,(OH),-COOH. 


Die Dioxyséure C,,H,.O, laBt sich mit Chromsiure- 
anhydrid zu der entsprechenden Diketocarbonsdiure C,,H,,0, 
oxydieren, und letztere wird durch amalgamiertes Zink und 
Salzsiure zu einer Saéure C,,H,,O, reduziert, die sich als 
identisch mit Wielands Norcholansiure’), dem nichst 
niederen Homologen der Cholansiure, erwiesen hat. 

Aus diesen Befunden ergibt sich, daB auch der 
8-Phocae-cholsiure das Kohlenstoffskelett der 
Cholansiure zugrunde liegt; sie unterscheidet sich 
aber von den bisher bekannten Gallensiuren dadurch, 
daB sie eine Hydroxylgruppe in der Seitenkette ent- 
halt, und zwar am Kohlenstoffatom 23; sie ist also 
eine ¢-Oxysaure. Von den beiden andern Hydroxylgruppen 
der #-Phocae-cholsiure vermuten wir, daB sie sich an den 
Kohlenstoffatomen 3 und 12 befinden, und zwar aus dem 
Grunde, weil die #-Phocae-cholsiure sich bei der Oxydation 
mit Natriumhypobromit genau so verbalt wie die Cheno- 
desoxy-cholsaure”), die als 3,12-Dioxy-cholansiure erkannt 
ist. Diese (I) liefert hierbei eine Lacton-dicarbonsiiure, die 
Desoxy-biliobansaure (II): 


CHOH CH 


ro. Pe 
H,C CH— H,C O CH— 
| | \c,H,,-CH,COOH | | C,H,--CH,COOH . 
CH CH— +»  HC-cocH-!) 
ig. oil 
H,C C——CH, C——CH, 
} } 
| 
HOHC CH CH, HOOC CH OH, 
a at eal gee 
H.C CH, H,C CH, 
I Cheno-desoxy-cholsiure. II Desoxy-biliobansiiure. 


In ganz entsprechender Weise liefert die ?-Phocae- 
cholsiure (III) eine Oxy-lactondicarbonsiure C,,H,,0, 


1) Diese Zs. Bd. 161, S. 94 (1926). 
*) Diese Zs. Bd. 157, S. 180 (1926). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie, CLXXIII. 
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(IV), deren Bildung wahrscheinlich in der folgenden Weise } 
zu formulieren ist’): . 





CHOH CH 
Ft he oy, 
H,C CH— H,C O CH— 
| | \c,t1,.»CHOHCOOH | | | \ Hh, CHOHCOO! 
HC CH— a8 HC—CO CH— 38 
a. al > i 
H,C C——CH, C———CH, f 
ate ae | 
HOHC? HC ‘CH, HOOC CH CH, 
aya eal al i 
H,C CH, H,C CH, 
Ili $-Phocae-cholsiure. IV Oxy-lacton-dicarbonsiure 


Bei der Oxydation der Séure C,,H,,0, (IV) mit Chron. 
siureanhydrid erfolgt der Angriff in der erwarteten Weise au) 
der -CHOHCOOH-Gruppe, und es bildet sich eine Lacton-| 
dicarbonsiure C,,H,,0, (VI), die als Nor-desoxy-biliobansiure! 
bezeichnet werden kénnte. 

CH CH 

Pde Pil te 
H.C O CH— H.C’ O CH— 


| | heat, -COCOOH , | | 
HC—CO CH— HC--CO CH— 
all 


C——CH, C-——CH, 
} | 


\yH, COOH } 


| | 
HOOC CH CH, HOOC CH CH, 
ge bg cali ol 
H.C CH, H.C CH, 


V VI Nor-desoxy-biliobansiiure 

Aufer den hier beschriebenen Abbaureaktionen haben wir 
noch einige weitere vorgenommen; am _ bemerkenswertesten 
unter ihnen verlauft die Einwirkung von rauchender Salpeter- 
siure auf §-Phocae-cholsiure, wobei eine Hexacarbonsiure, 
C,,H,,0,,, zu entstehen scheint. 

Leider haben wir diese Umsetzungen, da uns das Material 
ausging, nicht weiter verfolgen kénnen und haben darum den 
strengen Beweis fiir die richtige Formulierung der (-Phocae- 
cholsiiure (Iso-cholsiure) nicht erbracht. Wir halten es aber 


1) Nicht véllig ausgeschlossen erscheint es uns, daB das Oxydations- 
produkt der §-Phocae-cholsiiure nicht die Formel C,,H;,0,, sondern 
C,,H,,0, besitzt; es wiirde dann ein Isomeres der Biliobansiiure sein 
und statt einer sekundiiren Alkoholgruppe eine Ketogruppe enthalten. 
‘(vgl. Formel V). 





~) 
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fir wahrscheinlich, daB sich die Iso-cholsiure nur dadurch 
von der Cholsiure unterscheidet, daB die eine Hydroxylgruppe 
nicht an C,, sondern an C,, steht, wie es in der Formel III 
wiedergegeben ist. Der Ubergang der 6-Phocae-cholsiure in 
die Nor-cholansiure wiirde dann nach dem Schema VIJ—IX 


erfolgen. 
CHOH CHOH 
i Poi 
H,C CH-} HC CH-y 
| C,H,,;-CHOHCOOH | C,H,,;- COOH 
HC CcH-I HC cH-J 
Pie a > Y in 
H,C C—--CH, H,C C——CH, 
Pb 4 4g | | 
HOHC CH CH, HOHC CH CH, 
gl al en il 
H.C GH, H,Cc GH, 
Hil 6-Phocae-cholsiure. VII Séure, C,,H3,0,. 
CO CH, 
i Pe 
H,C  CH-y Ho Gi. 
| | C,H,,: COOH | | lout, -COOH. 
Hc} 8©6©«cH-J HC CH— 
eg > Fie i 
HCG G—OH, nc |06C—O8, 
| | | | | | 
OC CH CH, H.C CH CH, 
el ae Ri, ill il 
H.C = GH, H.C (GH, 
VIII Sd&ure, C,3H,,0,. IX Nor-cholansiure. 


Darstellung der $-Phocae-cholsaure. 


Die Seehundsgalle, die uns zu unsern Untersuchungen zur 
Verfiigung stand, stammte von verschiedenen Arten. Sie wurde 
in der folgenden Weise auf die ?-Phocae-cholsiure verarbeitet: 
»schleimfreie* Seehundsgalle wurde mit 10°/,iger Kalilauge 
wihrend 8 Stunden gekocht. Nach dem Erkalten wurde die 
Lésung angesdiuert und hierdurch eine pechartige Masse ab- 
geschieden, die mit Wasser mehrmals durchgeknetet wurde: 
sie wurde dann in 90°/,igem Alkohol gelést und zur Ent- 
fernung der Fetts’uren mehrmals mit Petrolaither ausgeschiittelt. 
Die alkoholische Lésung der Gallensiuren wurde eingedampft, 
der Riickstand in verdiinntem Ammoniak gelést und in einem 
Scheidetrichter unter Ather angesiiuert; ein Teil der Siiuren 


léste sich in dem Ather auf, der gréBte Teil setzte sich als 
21* 
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dunkles Harz an der Trennungsschicht zwischen Ather und 
Wasser ab. Nach dem Ablassen der wiBrigen Schicht wurde 
das Harz 2 Tage in einem Extraktionsapparat mit Ather 
extrahiert; die Atherischen Ausziige wurden mit einem groBem 
Uberschu8 von verdiinntem Ammoniak ausgeschiittelt, die so 
erhaltene braun gefarbte Lésung der gallensauren Ammonsalze 
wurde zum Sieden erhitzt und mit einer heiBen 5°/ igen 
Bariumchloridlésung versetzt. Sehr rasch bildeten sich dann 
reichliche Mengen glitzernde Blattchen, die aus dem Barium- 
salz der #8-Phocae-cholsiure bestanden.") 

Nach einer halben Stunde wurden die noch schwach 
gelblich gefarbten Krystalle abfiltriert und dann aus Alkohol 
umkrystallisiert. 

Zur Darstellung der freien f£-Phocae-cholsiiure wurde zu- 
nichst das Bariumsalz in das Natriumsalz verwandelt und 
dieses mit verdiinnter Salvsiure zersetzt. Die abgeschiedene 
3-Phocae-cholsiure laBt sich am besten nach der Vorschrift 
von Hammarsten aus viel Aceton umkrystallisieren; man 
erhalt so schéne weife Blattchen, die bei langsamem Erhitzen 
bei 222° schmelzen; bei raschem Erhitzen kann der Schmelz- 
punkt bis 10° héher gefunden werden. 





Siure C,,H,.0, (VII). 

2g §-Phocae-cholsiure, gelést in 200 ccm Aceton, wurden 
innerhalb 4 Stunden mit 15JU scm einer 1°/, igen wibrigen 
Kaliumpermanganatlésung oxydiert; nach dieser Zeit wurde 
das Oxydationsgemisch mit Natriumbisulfit und Salzsiure ver- 
setzt und wiederholt mit viel Ather ausgeschiittelt; die Ather- 
ausziige wurden mit Wasser gewaschen und eingeengt; der 
Riickstand wurde aus verdiinntem Alkohol umkrystallisiert 
und lieferte lange Krystallnadeln von bitterem Geschmack, die 
bei 197° schmolzen; sie sind in Alkohol leicht, in Eisessig 
etwas schwerer und in Aceton schwer léslich. 

4,888 mg Substanz gaben 13,030 mg CO,, 4,51 mg H,0. 


Cit O, Ber. C 73,02°/, H 10,05 °/, 
Gef. ., 72,70 10,32. 





1) Die Mutterlaugen enthielten hauptsichlich cholsaures Barium. 
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Der Methylester der Siure, der mit Diazomethan be- 
reitet wurde, krystallisiert aus verdiinntem Methylalkohol in 
feinen Nadeln vom Schmelzp. 78°, 


Saure C,,H,,0, (VIID). 

Kine Lisung von 0,1 g Siure C,,H,,0, in 1 cem Kis- 
essig wurde mit 0,1 g Chromsiureanhydrid in 1 cem Wasser 
unter Kiihlung versetzt und das Gemisch 30 Minuten bei 25° 
stehen gelassen. Auf Zusatz von wenig Wasser fiel das 
Reaktionsprodukt sofort krystallisiert aus und wurde aus ver- 
diinntem Alkohol umkrystallisiert. Ausbeute 70°/,. Es kry- 
stallisierte in langen Krystallnadeln, die bei 200° schmolzen 
und in Ather, Aceton, Alkohol und Hisessig leicht léslich waren. 

5,129 mg Substanz gaben 13,830 mg CO,, 4,25 mg H,0. 

Cos Hy.0, Ber. C 73,77, H 9,09°/, 
Gef. ,, 73,56 S81. 
8,930 mg Substanz verbrauchten 0,460 cem 0,0477 n-Lauge. 
C.,H,,0 (einbasisch) Aquivalentgew. 
Ber. 374 . Gef. 390. 


Saiure, C,,H,.VU, (IX). 

0,1 g Saure C,,H,,0, wurden in Kisessig gelést, die 
Lésung wurde mit Zinkamalgam und konzentrierter Salzsiure 
versetzt und 8 Stunden unter Riic!fluB gekocht; das Reaktions- 
produkt wurde mit Wasser aurgefillt und dann wiederholt 
aus Hisessig oder 90°/,igem Alkohol umkrystallisiert. Es 
wurden so in einer Ausbeute on 40°/, lange Krystallnadeln 
erhalten, die bei 174,5° schmolzen; sie waren leicht léslich in 
Ather, Chloroform und Aceton, schwerer léslich in Alkohol, 
Kisessig und Petrolather. 

4,981 mg Substanz gaben 14,550 mg CO,, 4,97 mg H,0. 


5,010 mg * » 14,620 mg CO,, 4,90 mg H,0. 
C.,H,.0, Ber. C 79,77°/, H 10,98°/, 
Gef. ,, 79,68, 79,59 ,, 11,17, 10,95. 


Die Saure hat also dieselbe Formel wie die Nor-cholan- 
siure; mit einer Probe Nor-cholans&éure, die wir dem Ent- 
gegenkommen von Prof. Wieland verdanken, gab sie keine 
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Schmelzpunktserniedrigung. Der Methylester der Saure kry- 
stallisierte in prachtigen langen Nadeln und zeigte sich ebenfalls 
mit dem Methylester der Norcholanséure identisch. 


Oxy-lacton-dicarbonsiure C,,H,,0, (LV). 

Kine Lésung von 2 g -phocae-cholsaurem Natrium in 
400 com Wasser wurde mit einer Hypobromitlésung versetzt, 
die aus 2 ccm Brom und 120 ccm 5°/,iger Kalilauge bereitet 
worden war; die Temperatur der Lésung betrug anfangs 0° 
und stieg allmihlich bis auf 10°. Nach 15 Stunden wurde 
die Lésung mit Bisulfit und verdiinnter Salzsiure versetzt 
und mehrmals mit Ather ausgeschiittelt; die atherische Lésung 
wurde mit Wasser gewaschen, eingeengt, der Riickstand in 
wenig heiBem Hisessig gelést und stehen gelassen; iiber Nacht 
schieden sich dann 0,7 g rein weiBer Krystalle aus; lufttrocken 
schmolzen sie bei raschem Erhitzen bei etwa 170°, nach dem 
Trocknen im Vakuum bei 100° lag ihr Schmelzpunkt bei 237°. 
Aus verdiinnter Essigsiure krystallisierte die neue Saure in 
derben Prismen; indessen bildete sich beim Umkrystallisieren 
haufig zunichst eine Gallerte, die allmihlich in Krystalle iiber- 
ging. In Alkohol und Eisessig ist die Siure leicht ldslich, 
schwerer léslich ist sie in Aceton, sehr wenig ldslich in Ather 
und unléslich in Chloroform und Petrolither. 

3,843 mg Substanz gaben 9,290 mg CO,, 2,92 mg H,0. 


C.,H;,0, Ber. © 66,05°, H 8,25°/, 
Gef. ., 65,93 > 8,60. 
6,67 mg Substanz verbrauchten bei 20° 0,307 cem n/10-Lauge. 
97,0 mg - = » 20° 4,28 eem n/10- 


Aquivalentgewicht: ©,,H,,0, (zweibasisch) Ber. 218 
Gef. 217, 227. 
97,0 mg Substanz verbrauchten bei 100° 6,55 eem n/10-Lauge. 


Aquivalentgewicht: C,,H;,0, (dreibasisch) Ber. 145 
Gef. 148. 


Saure C,,H.,O, (VI). 


'9g7"84""s 


Die Siure C,,H,,O, wurde in EKisessig gelést und bei 


20° mit Chromsiureanhydrid oxydiert, hierbei erfolgte eine 
deutliche Gasentwicklung. Nach etwa 4 Stunden wurde das 
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Reaktionsprodukt durch Zusatz von Wasser ausgefallt und 
aus Kssigsiure umkrystallisiert; es bildeten sich Prismen, die 
bei 256° schmolzen. 
5,142 mg Substanz gaben 12,800 mg CO,, 3,99 mg H,O. 
C,3H,,0, Ber. C 67,98°/, H 8,37°/, 
Gef. ,, 67,89 », 8,68 
7,629 mg Substanz verbrauchten 0,795 ccm 0,0477 n-Lauge. 
Aquivalentgewicht: C.3H,,0, (zweibasisch) Ber. 203 
Gef. 201. 
Der Dimethylester der Siure wurde mittels Diazo- 
methan bereitet und in schénen langen Nadeln yom Schmelz- 
punkt 125° erhalten. 
4,058 mg Substanz gaben 10,270 mg CO,, 3,36 mg H,O. 
C,;H,4.0, Ber. C 69,11°/, H 8,76°/, 
Gef. ,, 69,02 > 9,26. 


Saure C,,H,,0,,. 


0,3 g f-Phocae-cholsiiture wurden im Verlauf einer halben 
Stunde in 1 ccm rauchender Salpetersiure (1,52), deren Tempe- 
ratur auf 15° gehalten wurde, eingetragen; dann wurde die 
Mischung allmihlich auf 30° erhitzt und 4 Stunden bei dieser 
Temperatur gehalten; hierbei schied sich ein dicker Krystall- 
brei aus, der nach Zusatz von 2 ccm Kisessig abgesaugt 
wurde; die Reinigung der Substanz erfolgte in der Weise, 
daB sie in verdiinnter Kalilauge gelést wurde, die Lésung mit 
viel Kssigester iiberschichtet und dann unter heftigem Schiitteln 
angesiuert wurde; unter diesen Bedingungen nahm der Kssig- 
ester die neue Siiure auf und schied sie beim Einengen als 
weiBes Pulver ab, das unter dem Mikroskop aus feinen 
Nidelchen bestand. Ausbeute 0,2 g. Beim langsamen KEr- 
hitzen zersetzte sich die Substanz bei 225—233° unter Braun- 
firbung; in Wasser und den iiblichen organischen Lésungs- 
mitteln ist sie fast unléslich. 

5,069 mg Substanz gaben 10,015 mg CO,, 3,10 mg H,0. 

4,168 mg ” ‘ 8,350 mg CO,, 2,71 mg H,0O. 

C.,H,,0,; Ber. C 54,10°/, H 6,55°/, 
Gef. ,, 53,90, 53,90 ,, 6,84, 6,84. 
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Wird die Oxydation der 2-Phocae-cholsiure mit rauchender 
Salpetersiure bei —10° vorgenommen, erhalt man eine stick- 
stofthaltige Siure vom Schmelzp. 205°, die nicht weiter unter- 
sucht worden ist. 


Anhang. 


Wir haben in der letzten Zeit Gelegenheit gehabt, 
Antilopen- und Hasengalle zu untersuchen. Aus 20g Trocken- 
riickstand der Antilopengalle haben wir 4,5 g Fettsiuren, 
0,35 g Desoxy-cholsiure und 2,8 g Cholsiure isoliert. Aus 
40 g Trockenriickstand der Hasengalle wurden 4,5 g Desoxy- 
cholsiure erhalten; auBerdem fanden sich in kleiner Menge 
eine Reihe weiterer Siuren, die scharf bei 125°, 151°, 185° 
und 222° schmolzen. Die Saure vom Schmelzp. 185° gab mit 
Cholsiure eine Schmelzpunktserniedrigung und lieferte bei der 
Analyse Zahlen, die auf eine Tetra-oxy-cholansiure paBten. 
Die Versuche miissen mit mehr Material wiederholt werden. 


Berichtigung’ 
zu Bd. 172, 8. 269 unten. 


6. Spalte der Tabelle muB es statt ,,Dialyse-Dauer“ heiBen: ,,Auto- 
lyse-Dauer“. 











